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Fluorescence  correlation  spectroscopy  (FCS)  and  fluorescence  cross‐correlation 
spectroscopy  (FCCS)  are  widely  used  biophysical  techniques  to  determine 
biomolecule  concentrations,  photophysical  dynamics  of  fluorophores,  diffusion 
coefficients of DNAs and proteins, and dissociation constants of interacting particles. 
In  this  work,  we  extended  the  application  of  FCS  and  single  wavelength 
fluorescence cross‐correlation spectroscopy (SW‐FCCS), a variant of FCCS developed 
in our  lab,  to a multicellular  living organism. We  chose  zebrafish embryo  for  this 
purpose as its transparent tissue aided the investigations of cells deep beneath skin. 
We first examined how and to what extent zebrafish embryos can be studied using 
FCS.  Then  the  applicability  of  FCS  to  study  molecular  processes  in  embryo  was 
demonstrated  by  the  determination  of  blood  flow  velocities  with  high  spatial 
resolution  and  the  determination  of  diffusion  coefficients  of  cytoplasmic  and 
membrane‐bound enhanced green fluorescence protein (EGFP)  labeled proteins  in 
different subcellular compartments as well as in different cell types. Lastly, we show 
that protein‐protein  interactions can be directly quantified  in muscle  fiber cells  in 
living  zebrafish  embryo  with  SW‐FCCS.  This  thesis  is  organized  in  the  following 
chapters: 
1. Chapter  1  introduces  the  motivation  to  study  protein  dynamics  and 
interactions in living organisms. It provides a literature review on the history 
and  development  of  FCS/SW‐FCCS,  as well  as  the  application  of  FCS/SW‐
FCCS in studying biomolecule dynamics and interactions. 






express  foreign  genes  in  zebrafish  embryos  are  discussed  and  compared 
with that  in cell cultures. Secondly, the autofluorescence  in  living zebrafish 
embryos,  in  particular  the  autofluorescence  distribution  and  emission 
spectra,  is examined  in order  to minimize background  interference.  Lastly, 




4. Chapter  4  presents  the  studies  of  molecular  processes  in  living  zebrafish 




We  measure  the  diffusion  coefficients  of  EGFP  in  cytoplasm  and 
nucleoplasm, as well as in motor neuron cells and muscle fiber cells. We also 
determine  the  diffusion  coefficients  of  Cxcr4b‐EGFP,  an  EGFP  labeled  G 




in  living  zebrafish  embryos  with  SW‐FCCS.  The  SW‐FCCS  instrument  is 
calibrated  using  Rhodamine  6G  and  the  effective  volume  is  calculated 
accordingly.  Positive  (mRFP‐EGFP  tandem  construct)  and  negative 
(individually expressed mRFP and EGFP) controls are measured first to probe 
the upper and lower limits of SW‐FCCS measurements in embryos. Then the 
interactions  of  Cdc42,  a  small  Rho‐GTPase,  and  IQGAP1,  an  actin‐binding 
scaffolding  protein,  are  studied  and  the  dissociation  constants  are 
determined. Finally, the results obtained in zebrafish embryos are compared 
to that in Chinese hamster ovary cell cultures. 








































































































xg , yg , zg   basic term of correlation function in each dimension 
(0)G   correlation function amplitude 
( )G    correlation function 








K   geometric  ratio  of  axial  to  radial  distance  of  the  observatoion 















































distinguish  a  single molecule  among heterogeneous populations  are needed.  The 
first single molecule detection was achieved in 1976 using fluorescence microscopy 
(Hirschfeld,  1976).  Fluorescence‐based  techniques  are  advantageous  in  terms  of 
specificity, sensitivity and versatility. They are non‐destructive  to  the samples and 
thus can be applied to living cells in real‐time. By labelling the object of interest with 
a  fluorophore and  illuminating a  small observation  volume with a  tightly  focused 
laser  beam,  single molecule  detection  can  be  achieved  even  in  the  presence  of 
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cellular  autofluorescence  (Yu  et  al,  2006).  In  addition,  fluorescence  intensity  is 
directly  proportional  to  the  number  of  fluorophores,  providing  the  basis  for 
quantitative  analysis.  Consequently,  the  field  of  fluorescence  microscopy  and 
spectroscopy grew at an accelerating pace and is still growing strongly with an ever 




analyzes  fluorescence  intensity  fluctuations  from  a  confined  observation  volume 
with  single  molecule  sensitivity  but  at  the  same  time  based  on  fast  statistical 
treatment  of  the  recorded  data.  Any  process  within  the  volume  which  causes 
variations in the fluorescence intensity and happens on a time scale slower than the 
recording  speed  will  leave  characteristic  fluctuations  in  the  intensity  trace.  By 
performing  either  a  Fourier  transformation  or  an  autocorrelation  analysis, 
parameters  such  as  local  concentrations,  molecular  mobility  and  photophysical 
dynamics can be determined for the fluorescently  labeled molecules. FCS was first 
introduced by Magde, Elson and Webb in the 1970s (Elson & Magde, 1974; Magde 
et al, 1972).  In  its  first appearance, Magde and others successfully monitored  the 
binding reaction between ethidium bromide (EtBr) and double stranded DNA using 
FCS.  The  selection  of  EtBr  and  DNA  simplified  the  situation  as  the  fluorescence 
quantum yield of EtBr increases 20 times upon insertion into the DNA. However, the 
early FCS measurements  suffered  from poor  signal‐to‐noise  ratio due  to  technical 
limitations  and  the  applicability  of  FCS  was  quite  limited.  In  the  following  two 




introduced a  confocal  illumination  scheme  to  improve  the  signal‐to‐noise  ratio of 
FCS measurements (Rigler et al, 1993b). The use of a tightly focused laser beam and 
a  small  pinhole  in  this  setup  generated  a  very  small  observation  volume  on  the 
range of one femtoliter (10‐15 L). This ensured that a minimum number of molecules 
were detected, and thus the fluctuations caused by single molecules can be easily 
distinguished, which  in  return  guaranteed  good  signal‐to‐noise  ratio.  Since  then, 
FCS became an increasingly popular technique to study molecular dynamics and the 
applicability was extended.    In the following years, FCS has been used to measure 
translational  diffusion  (Rigler  et  al,  1993b),    singlet‐triplet  interactions  of 
fluorophores  (Widengren  &  Rigler,  1995),    photophysical  properties  of  chemical 
dyes  (Widengren & Schwilles, 2000) and  fluorescent proteins  (Haupts et al, 1998; 
Maeder et al, 2007; Schwille et al, 2000), chemical reactions  (Widengren & Rigler, 
1998),  pH  values  in  subcellular  compartments  (Llopis  et  al,  1998),  hydrodynamic 
flow profile  in microchannel structures  (Gosch et al, 2000) with more applications 
coming as I write.  







factor  of  4. Dimerization  is  therefore  difficult  to  resolve.  In  addition,  FCS  cannot 
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resolve  specific  binding  in  a  multi‐component  system,  and  protein‐protein 




In  dual‐color  FCCS,  both  binding  partners  of  interest  are  labelled  with  distinct 
fluorescent  dyes.  The  two  labels  are  simultaneously  excited  and  fluorescence 
signals are collected in separate channels. Aside from the autocorrelation of signals 
from each channel, the signals from both channels are cross‐correlated. The binding 
induced  concurrent  movement  of  the  two  labels  therefore  produces  a  positive 
signal  in  the  cross‐correlation  analysis.  Dual‐color  FCCS  was  first  experimentally 
realized  by  Schwille  et  al.  to measure  nucleic  acid  hybridizations  (Schwille  et  al, 
1997), and  the potential of FCCS  to effectively measure biomolecular  interactions 
was demonstrated in the following years both in vitro (Camacho et al, 2004; Foldes‐
Papp & Rigler, 2001; Kettling et al, 1998; Korn et al, 2003) and  in vivo (Bacia et al, 
2002;  Baudendistel  et  al,  2005; Muto  et  al,  2006;  Saito  et  al,  2004).  Since  this 
technique  is  independent  of  distance  and  orientation  of  the  fluorophore,  FCCS 




which  allowed  the  separation  and  purification  of  cellular  components.  Isolated 
components  or  proteins  can  thereby  be  used  in  in  vitro  experiments  to  model 
biochemical  reactions  and  molecular  interactions.  This  information  was  then 
4 
 





biological  processes.  Fluorescence‐based  biophysical  methods,  also  known  as  F‐
techniques,  i.e. FRAP, FRET, FLIM, and FCS/FCCS, thereby came to the forefront  in 
this  research. FCS and FCCS are well suited  for  intracellular applications. They are 
non‐invasive  in  nature  and  highly  sensitive.  The  spatial  resolution  of  FCS/FCCS  is 
defined  by  the  size  of  the  confocal  volume,  usually  less  than  one micrometer  in 
dimension and can be further reduced to the nanometer scale (Eggeling et al, 2009). 
In typical biological samples, biomolecular concentrations range from 1 nM to 1 µM, 
which  results  in about 1 – 1000 particles  in  the observation volume, a  range  just 
measurable by FCS. Therefore, FCS can be directly used to study protein dynamics 
at their physiological expression levels. At the same time, FCS provides a wide range 
of  temporal  information  from microseconds  to seconds. This allows measurement 
of a broader spectrum of biomolecules, whose diffusion behaviour can be extremely 
diverse  in  living  biological  samples.  Furthermore,  new  instrumentations  that 
combine  FCS  with  imaging  techniques,  e.  g.  confocal  laser  scanning microscopy 
(CLSM), also expand the applicability of FCS in biological samples. The combination, 
also known as fluorescence correlation microscopy (FCM, Brock & Jovin, 1998; Pan 
et al, 2007a; Terry et al, 1995), allows  the user  to obtain an  image of  the sample 
first  before  identifying  a  position  on  the  image  where  subsequent  FCS 




of  magnitude  larger  than  the  observation  volume  of  FCS.  Using  FCM,  protein 




However,  up  to  now,  most  intracellular measurements  using  FCS  and  FCCS  are 
performed  in Petri dish‐based cell culture systems. Cell cultures are engineered as 





made  possible  single  molecule  detection  within  the  complex  matrix  of  cells. 
Nowadays, Petri‐dish based  cell  culture  systems have become  a  standard  tool  of 
research  in  cell  and molecular  biology,  and  cell  culture  based  drug  screening  is 





in drug development. Numerous  studies have pointed out  the  insufficiency of 2D 
cell  culture  as  a  biological  research  model.  Mooney  et  al.  showed  that  even 
genetically  normal  primary  cells  placed  in  cell  culture  quickly  lose  their 
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2D cell culture.  In another  report by Anders et al., a  receptor  responsible  for cell 
infection was found to have similar and high level of expression in both normal and 
malignant  cells  in  2D  cell  culture,  but  in  3D  only  malignant  cells  carried  large 
number of  the  receptors  (Anders et  al, 2003). All  these  findings  suggest  that  the 
physiological  relevance  of  findings  made  in  2D  culture  remains  unclear  and 





Up  till now, FCS application  in  living animals  is still  limited due  to  the  thick  tissue 
induced  light  scatterings.  In  one  example,  Nagao  and  others  reported  diffusion 
coefficient measurements of GFP labeled granules in medaka primordial germ cells 
using  FCS  and  fluorescence  recovery  after  photobleaching  (FRAP)  (Nagao  et  al, 
2008). To avoid the deep tissue penetration, the medaka embryos were dissected 
and cells of interest were revealed. In contrast, working with much smaller animals 
Petrasek  and  others  applied  scanning  FCS  to  study  the  localization  and 
redistribution of GFP labelled NMY‐2 and PAR‐2 proteins during the asymmetric first 











complex,  evolutionarily  closer  to  humans  and  amenable  to  standard  genetic  and 




addition, zebrafish are small, easy  to grow and sexually  reproductive within  three 
months after  fertilization. Zebrafish embryos are  fertilized and develop externally 
and the embryos and early larva are optically transparent, allowing investigation of 
cell‐biological events deep within the tissue. In  this work, we explore  the  limitation 
of  FCS  and  FCCS  and  their  use  in  zebrafish  embryos  and  demonstrate  several 
applications of FCS in living zebrafish embryos, showing that single molecule‐based 
studies in living organism are possible: 









4. The  diffusion  coefficients  of  cytoplasmic  and membrane‐bound  EGFP  and 
EGFP  labelled  proteins  were  measured  in  different  subcellular 
compartments and different cell types. 
5. The dissociation constants (KD) of the  interacting protein pair of Cdc42 and 











make  some  prediction  of  the  value  of  b  or  a,  respectively.  The  concept  of 
correlation is very useful since it allows some predictions about the second variable 
from the observation of the first one. Now  if we have two variables a and b which 
are  correlated,  then  the  values  of  the  two  variables  will  change  with  a  similar 
pattern. Consequently, we  expect  that  a multiplication  of  the  two  variables with 
each other will reinforce this pattern. If we calculate now the average values of a, b 
and the product of a∙b, we expect (Berne & Pecora, 2000): 
a b a b    (2.1) 
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where   denotes  the  average  value.  We  can  simplify  the  description  of 






If we have one  variable a whose  values  change over  a duration of  time,  and we 
correlate  the  values  of  the  same  variable  at  different  time  point,  e.g.   and ( )a t
(a t ) ,  where  τ  describes  the  difference  in  time,  we  then  have  a  so  called 
“autocorrelation”  analysis.  The  correlation  between   and ( )a t (a t )  will  only  be 
found  if the value of the variable persists  longer than the time τ,  i.e.   changes 
on a time scale larger than τ . The autocorrelation function (ACF) is written as: 
(a t)
( ) ( )
( )
( ) ( )
a t a t
G
a t a t
 
      (2.3) 
It describes the self‐similarity of a signal (values of the variable) in time. Therefore, 
the ACF  is an  indication  in how far we can make predictions  into the future of the 












the  fluorescence  intensity. Here, a  fluctuation means a  transient deviation of  the 
fluorescence intensity from its average value: 
( ) ( )F t F t F      (2.4) 
These fluctuations contain information about the characteristic time of the process 





( ) ( ) ( ) ( )
( )
( ) ( ) ( )
F t F t F t F t
G
F t F t F t
  
        (2.5) 
For  the  derivation  of  the  right  hand  side  we  assume  that  the  processes  under 
investigation  are  stationary,  i.e.  the  statistical  properties  of  the  processes  are 
invariant to a shift in time so: 
( ) ( )F t F t     (2.6) 
For times smaller than the characteristic duration of a molecular process,  p , one 
















       (2.7) 
Assuming  the processes under  investigation have  a  finite duration,  therefore  the 
signal   is uncorrelated when the time shift is infinite: ( )F t
:    ( ) 1G        (2.8) 
Now if we incorporate Eq. (2.4) into Eq. (2.5), we have: 
      
     
  

























i.e.  0)( tF . We can define now the fluorescence signal  and its fluctuations )(tF
)(tF  of a sample measured with an instrument over space (  zyx ,,r  ): 
       ,F t I r CEF r C r t dr          (2.10) 




 rI   is the illumination intensity profile, 
and   is  the  normalized  collection  efficiency  function  of  the  system  for 
different points  in the sample, and 
 rCEF




mentioned above, the fluctuation   trC ,  can be induced by the fluorescent probes 
undergo various processes. By  inserting Eq. (2.10) and Eq. (2.11)  into Eq. (2.9), the 
correlation function can then be written as 
                 22
, ,
1
I r I r CEF r CEF r C r t C r t drdr
G
C I r CEF r dr




       
               (2.12) 
where  C  is  the  mean  concentration  of  the  molecules.  This  equation  can  be 






In a  typical  confocal  FCS  setup,  the  illumination profiles  is given by a  laser beam 
which  is  focused  into  a  small  diffraction  limited  spot.  The  spatial  intensity 
distribution    of  the  focused  laser  beam  is  approximated  as  a Gaussian‐Gaussian‐
Lorentzian  profile  (Saleh &  Teich,  1991).  Then  the  pinhole  in  the  confocal  setup 
removes out‐of‐focus light by reducing the collection efficiency along the z‐axis the 
further the emission happens from the focal plane. The two effects together can be 








power P.  0 and  are  the  radial and axial distances at which  the  laser beam has 
decreased to 1/e2 of the intensity maximum at the center of the beam. 
0z
In  the  case  of  single  component  translational  diffusion,  the  correlation  of 
concentration  fluctuation  can  be  described  by  the  so‐called  diffusion  propagator 
(Weidemann et al, 2002): 













     (2.14) 
where  D  is  the  diffusion  coefficient  of  the  single  component.  Putting  this 
information together we get: 
           
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where  3 22 0 0w z  can be defined as the effective volume    that  is valid for the 3D 
Gaussian profile given  in Eq. (2.13), and  is  in general a constant depending on the 
actual  observation  volume, 
effV









   
 









     (2.19) 
N  is  defined  as  the  apparent  number  of  particles  in  the  confocal  volume 
(observation  volume).  d  is  defined  as  the  diffusion  time  required  for  one 
fluorophore  to  diffuse  through  the  confocal  volume.  As  the  confocal  volume  is 
elongated  in  the  direction  , 0z 0 0K z   is  then  the  geometric  ratio  of  axial  to 
radial dimensions of the confocal volume.  , the convergence value, is introduced 
as a free parameter.  The value of  , which is 1 for an infinite measurement time, 
can differ slightly  from 1  for  finite measurement  times.  In general,  the parameter 

























   
. In case of 3D translational 
diffusion:    1 x y zG g g gN G     , which  is essentially Eq.  (2.17).  If  translational 
diffusion occurs only  in 2D such as on a cell membrane, then the ACF only has the 
portion of  xg  and  yg : 
 
1
1 1 1x y
d













     (2.21) 
However, the absolute concentration of a sample is not directly calculated from the 
number of particles N and  the  theoretical observation volume  size Veff   using Eq. 
(2.18) but are rather determined by using a standard dye solution of a fixed known 
concentration against which all other concentrations are calibrated. In this case an 
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triplet  state  build‐up  can  also  induce  fluorescence  fluctuation. At  high  excitation 
laser  power,  the  excited  singlet  state  can  become  highly  populated  and  a 
















        
   (2.25) 
where   is the fraction of the particles that have entered the triplet state; tripF trip  is 
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through  the confocal volume with half axis  0  and   give  rise  to B)  fluorescence 
intensity  fluctuations.  C)  This  graph  shows  a  typical  fluorescence  correlation 
function with 2 different parts:  transitions  to  the  triplet state, which  represents a 
forbidden transition and thus has a long lifetime typically in the microsecond range; 
and diffusion of fluorescent molecules through the confocal volume. D) The change 
in  an  ACF  due  to  changes  in  concentration;  the  arrow  indicates  increasing 
concentration.  E)  Changes  in  an  ACF  for  different  diffusion  times;  the  arrow 
indicates  increasing diffusion time. F) ACFs  if two different particles are present  in 
equal amounts, and  the diffusion  time of  first particle  is set at a  lower value;  the 
arrow indicates increasing diffusion time of the second particle. G) Influence of the 







The  instrumentation  for  FCS  is  nowadays  widely  commercially  available. 
Nevertheless, new setups are being created  in fast succession to allow researchers 
to  customize  their  instruments  to  particular  scientific  questions  or  to  allow  the 




A FCS setup  is essentially composed of  four parts: the  light source, the excitation, 
the detection and the data processing  (Fig. 2.2). Firstly, the main  light sources  for 
FCS are lasers. Since FCS usually requires relatively little power (~100 µW or less for 
the confocal setup), almost all commercially available laser sources can be used and 
the choice of  laser  is mainly governed by  required wavelength, beam quality, and 
cost.  For  two‐photon  excitation  pulsed  infrared  lasers  are  necessary.  The  most 
common type is the Ti‐Sapphire laser (Schwille et al, 1999a). These lasers are more 
costly  but  have  the  advantage  of  using  IR  light  which  allows  much  deeper 
penetration into tissues than lasers with wavelength in the visible range (Helmchen 
& Denk, 2005). Secondly,  for confocal excitation,  the  laser beam  is coupled  into a 
microscope and focused by an objective into a diffraction‐limited spot. A pinhole in 
the setup then acts as a spatial filter to reject out‐of‐focus light before detection. In 






on  the  detection  part,  two  types  of  detectors  can  be  used  for  FCS:  the 
photomultiplier  tubes  (PMT)  and  avalanche  photodiodes  (APD).  Those  detectors 
count the incoming photons and convert them into electric current. While PMTs can 
have faster response times than APDs, APDs have the higher quantum efficiency. As 
sensitivity  is  essential  for  biological  application,  APD  detector  is  used  for  all 
measurements  in  this work.  Lastly  for  data  processing,  the  correlator  counts  the 
photons  in  increasing  time  lags  and  calculates  the  autocorrelation  function  in  a 
semi‐logarithmic  timescale.  Compared  to  linear  correlation  timescale,  semi‐
logarithmic timescale reduces computation time to allow online calculation of ACFs, 
while reducing the noise for long correlation times (Schatzel et al, 1988). Since this 
scheme  requires  great  speed  they  have  been  mainly  realized  by  hardware 
correlators. 




was  used  for most measurements  in  zebrafish  embryos.  The  excitation  light was 
reflected  by  an  excitation  dichroic mirror  (488/543/633)  and  delivered  into  the 
scanning mirrors  (G120DT, GSI Lumonics). A water  immersion objective  (UPLSAPO 
60×,  NA1.2,  Olympus)  then  focused  the  laser  beam  into  the  sample  (a  water 




of water  and  1.52  of  immersion  oil).  The  emitted  fluorescence  light was  imaged 
over a 3× magnification stage onto a 150 µm pinhole, which results in a pinhole size 
of 50 µm. A custom‐built  slider  then allowed one  to direct  the  light  to either  the 
FV300  photomultipliers  for  imaging,  or  to  the  APD  detector  (SPCM‐AQR‐14‐FC, 
Pacer, Berkshire, UK) for FCS analysis. The use of a single pinhole for both  imaging 
and  spectroscopy  guaranteed  the  accurate  positioning  of  the  FCS  observation 
volume  in  the sample after confocal  imaging acquisition  (Pan et al, 2007a).  In  the 
FCS detection part, an Achromatic  lens  (f=60 mm, Thorlabs, Newton, NJ)  focused 
the  fluorescence  through band‐pass  filters  (510AF23, Omega Optical, Brattleboro, 
VT  for EGFP and 595AF60  for mRFP) onto  the APD detector. Autocorrelation was 





Fig.  2.2:  A  typical  optical  setup  of  confocal  FCS.  A  laser  beam  is  expanded  and 
focused  by  a  microscope  objective  into  a  fluorescent  sample.  The  red‐shifted 
fluorescence  light  is  collected  by  the  same  objective  and  passes  through  the 
dichroic mirror. A pinhole at the conjugate plane then acts as a spatial filter to reject 
out‐of‐focus  light.  The  fluorescence  light passes  through  an emission  filter and  is 
finally  focused  onto  an  avalanche  photodiode  (APD)  detector  that  counts  the 








FCS  data  fitting  is  critical  for  extracting meaningful  quantitative  parameters.  The 
raw autocorrelation data  from experiments are analyzed by  fitting with a defined 
correlation function models, such as one component, 3D diffusion model (Eq. 2.17) 
or  two  component,  2D  diffusion with  one  triplet model  (Eq.  2.27).    New  fitting 
models  in  FCS  are  constantly  derived  for  a  range  of  different  situations  giving 





environments.  Therefore  a  function  describing  the  photodynamics  of  the 
fluorophore  (Widengren et al, 1995)  is usually  introduced  into  the  fitting  function 
and  a multi‐component model  or  an  anomalous  diffusion model  (Schwille  et  al, 
1999b; Weiss et al, 2004)  is used  instead, e.g. Eq.2.27 for 2 dimension 2 particle 1 
triplet model and Eq.4.1  for 3 dimensional 1 particle 1 triplet anomalous diffusion 





Portland, OR)  that  performs  an  iterative  procedure  by  the  Levenberg‐Marquardt 
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In addition, global fitting can also be used for better parameter estimation (Skakun 











be  used  to  specifically  study  protein‐protein  interactions.  In  FCCS  two  distinct 
fluorescently  labelled  molecules  are  excited  by  different  lasers  and  detected 
separately by different detectors. By comparing the signal  intensities between the 
two detectors  in  time via cross‐correlation one can determine whether molecules 
move  together  in  time and  interact  (Fig. 2.4). The  first experimental realization of 
FCCS utilized two  lasers to excite two different fluorophores (Schwille et al, 1997). 
This  setup  achieved  high  molecular  brightness  (also  known  as  count  rate  per 
molecule  per  second  (cps)  and  cps  will  be  used  in  the  following  text)  as  each 
fluorophore is excited with a laser matching its absorption maximum. Fluorophores 
can also be selected to have widely separated emission maxima to minimize cross‐
talk. One  limitation of  dual  laser  excitation  FCCS  is  the  experimental difficulty of 
aligning  and  maintaining  two  laser  beams  to  the  same  focal  volume.  This  is 
complicated  by  chromatic  aberrations  and  the  differences  of  the  focal  spot  size 
resulting  from different wavelengths. The situation  is even worse when applied  in 
biological  samples  as  cell  comprises  different  subcellular  compartments  and 




a  shift  towards  slower  decays  (Weidemann  et  al,  2002),  and  this  makes 
quantification almost impossible.  
Single wavelength  FCCS  (SW‐FCCS)  uses  one  instead  of  two  lasers  to  excite  the 
different fluorophores by one‐photon excitation (OPE). As one  laser  line  is used to 
excite  two  fluorophores, system alignment  is simplified and  instrument stability  is 
dramatically improved. Ricka and Binkert have reported for the first time excitation 
of one fluorescent and one scattering polystyrene beads with single wavelength to 
obtain  auto‐  and  cross‐correlations  (Rika & Binkert, 1989),  and  the  first  SW‐FCCS 
was  reported  by  Hwang  and Wohland  in  2004  (Hwang  & Wohland,  2004).  The 
experiment of single wavelength excitation  is only  feasible with  fluorophores  that 
possess similar excitation maxima but  largely different Stokes shifts.  In Hwang and 
Wohland’s  report,  a  ligand‐receptor  interaction was  successfully monitored using 
OPE  SW‐FCCS,  with  particles  labeled  either  with  fluorescein  or  tandem 
dyes/Quantum Dots. The  fluorophore pairs of  fluorescein and QDs excited by 488 
nm laser generate reasonable cps for FCCS analysis. The resolution of SW‐FCCS was 
investigated  with  spectrally  similar  dyes  (Hwang  &  Wohland,  2005)  and 




















and  simultaneously  excited  by  a  single  wavelength  with  OPE.  Each  label  is 
separately detected, i.e. in green channel and red channel. Autocorrelation analysis 
is performed  in each channel and yields  information about  the concentration and 
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the  diffusion  coefficient  of  each  particle,  while  cross‐correlation  is  carried  out 
between the two channels (Fig.2.4). The normalized cross‐correlation function (CCF) 
is written as 
( ) ( )
( )




F t F t
G
F t F t
      (2.29) 
where  ( )xG   represents  the  cross‐correlation  of  signals  between  green  and  red 
channel,   and   represent  the  fluorescence  intensities  in  the  green  and 
red  channel,  respectively.  As  described  previously  in  2.2.1,  a 
(gF )t ( )rF t
( )xG   >1  therefore 
indicates  that  two  particles  are  correlated.  In  FCCS,  this  means  that  the  two 
particles  are  bound  to  each  other,  thus  possess  concurrent  movement.  FCCS 







Fig.  2.4:  Theory  of  FCCS.  A  typical  FCCS  measurement  yields  three  correlation 
functions, two ACFs, one for each channel, and one cross correlation function (CCF). 




flat.  In  addition,  the  ACFs  will  contain  the  diffusion  coefficient  of  free  and 










particle in the effective volume ( A effN V C    ): 
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 g g g gg A eff g g r r g r grF N V C C C            (2.31) 
 r r r rr A eff r r g g r g grF N V C C C            (2.32) 
where  Cg,  Cr  and  Cgr  are  the  concentrations  of  the  free  green,  free  red  and  the 
complex particles respectively;   and   are the cps of green and red particles  in 
the green channel respectively;   and   are the cps of green and red particles in 
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and  the  CCF  of  the  SW‐FCCS  measurement.  The  cps  of  each  particle,  the 
uncorrelated  background  count  rate,  and  the  correction  factors  can  also  be 
obtained  through  calibration  of  the  system.  Thus  there  are  only  three  unknown 





In  intracellular experiments,  the  relative expression  levels between  the green and 
















it  is also wise  to pick  cells with expression  levels which differ by no more  than a 
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factor  of  2  for  both  proteins.  When  a  significant  difference  in  the  complex 
percentage  is  observed  between  the  experiment  and  a  negative  control  (co‐
expression of two nonbinding fluoropores), an interaction is thought to be present. 
The  value  of  this  complex  percentage  gives  a  general  idea  of  the  strength  of 
interaction  of  the molecules when  compared with  a  positive  control  (a  tandem 
construct where two fluorophores are bound together), which gives the upper limit 























The  dichroic  mirror  to  reflect  the  laser  beam  was  525DRLP  (Omega  Optical, 
Brattleboro,  VT).  After  the  pinhole  a  second  dichroic  mirror,  560DCLP  (Omega 
Optical),  was  placed  to  separate  the  fluorescence  emissions  of  the  two  FPs. 
Accordingly, two bandpass  filters, 545AF35  (Omega Optical) and 615DF45  (Omega 
Optical), were placed in front of the two APDs (SPCM‐AQR‐14‐FC, Pacer, Berkshire, 












light  is collected by  the same objective and passes  through  the dichroic mirror. A 
pinhole at the conjugate plane then acts as a spatial filter to reject out‐of‐focus light. 
A  second  dichroic mirror  is  placed  after  the  pinhole  to  separate  the  signals  into 
green and red channels. The green and red  fluorescence signals pass through two 
emission  filters  and  are  finally  focused  onto  two  APD  detectors  that  count  the 

















were  collected  and  kept  in  egg water.  Dechorination was  performed  using  two 
sharp needles and the dechorinated embryos were transferred to a Petri dish with 
moulded  agarose  injection  holder  (Fig.  2.6).  The  orientation  of  the  zebrafish 
embryos was adjusted using a glass dropper so that the animal poles were on top. 
Extreme  care  should  be  taken  as  embryos  at  this  stage  are  fragile.  100  pL  of 
designated DNA plasmid (100 ng/µL) was injected into a single blastomere at 16‐cell 
stage  using  a  manual  injection  machine  (nanoinjector,  WPI,  USA)  and  a 
stereomicroscope (Olympus, Japan). The embryos were then incubated in egg water 
at 28.5°C  for optimal development,  and PTU  (0.003% 1‐phenyl‐2‐thiourea  in 10% 
Hank’s saline, Invitrogen, Singapore) was added day 3 at 18 hours post fertilization 
(hpf)  to prevent pigmentation.  (Suppression of pigmentation  is very  important  for 




protects  the  skin  from  damaging  UV  radiation  from  the  sun,  and  a  significant 
absorption coefficient in the NIR region (Meglinski & Matcher, 2002).) Fluorescence 
expression was examined  at 48  to 72 hpf under  a UV dissecting microscope  and 
embryos with  normal  development  and  low  expression  level  in  proper  cell  lines 
were selected  for FCS measurements. Selected embryos were anaesthetized using 
Tricaine  (ethyl‐3‐aminoboenzoate,  Sigma,  Singapore)  and mounted  in  0.5%  low‐
melting‐temperature  agarose  (Invitrogen)  in  a  glass  bottom  Petri  dish  (GW‐3512, 
WillCo‐Wells,  Amsterdam,  Netherlands).  The  Petri  Dish  containing  the  zebrafish 









Fig.  2.6:  Zebrafish  embryo  preparation  (i)  one‐cell  stage  embryos were  collected 
and dechorionated. The embryos were aligned onto the agar holder in a Petri Dish 
and the orientation of the embryo was adjusted such that the animal pole was on 
top.  The  Petri Dish was  filled with  egg water  and  the  embryos were  allowed  to 
develop to the 16 cells stage. (ii) The DNA plasmid was microinjected into one of the 
four central blastomeres. The embryos were then incubated in egg water at 28.5 °C 
to develop  to 3 dpf.  (iii) Selected embryos were anaesthetized and mounted  into 
0.5%  low‐melting‐temperature agar  in a glass bottom Petri dish. The embryo body 
was pushed close to the surface of cover glass and the orientation of  the embryo 










The  custom‐built  FCM  allows  one  to  obtain  an  image  of  the  sample  first  before 
identifying a position on the image where subsequent FCS measurements could be 






digital zoom usually  is  required  for small cells such as motor neurons  (Fig. 2.7).  It 
should be noted  that FCS has a  limited working distance  inside  the embryo  tissue 
(discussed at section 3.4), so cells of interest are usually chosen within 50 µm from 
embryo body surface. When a cell of interest is in focus, a single spot is then chosen 
inside  the  cell  for  point  scanning  and  the  custom‐built  slider  then  switches  the 
system for FCS measurements.   















Fig.  2.7:  Identification  of  a  single  cell  and  subcellular  compartment  in  zebrafish 
embryo.  At  the  bottom  is  a  48  hpf  islet‐1‐EGFP  zebrafish  embryo,  transmission 
channel, dorsal  view. A population of  vagal motor neurons  can be  viewed  in  the 
fluorescence channel as shown in the middle picture. A single motor neuron cell can 
be selected from the population by a 60× objective with another 4 to 8 times zoom. 
Subcellular  compartments  such  as  the nucleus  can be  identified by performing  a 
point photobleaching. As  the EGFP molecules cannot diffuse  fast enough  through 







Cxcr4b  is  a  chemokine  receptor  of  the G‐Protein  Coupled  Receptor  (GPCR)  gene 




without  stop  codon was previously  cloned  in  a pPCR‐Script  vector  (Clontech, CA, 
USA) at  the SrfI  restriction enzyme  site  (Chong et al, 2007). The Cxcr4b  fragment 
was  released  using  SacII  and  XhoI  (New  England  Biolabs,  Ipswich, MA)  and  then 
subcloned  into pEGFP‐N1  (Clontech) vector digested with  the  same enzymes. The 
Cxcr4b‐EGFP  construct  was  sequenced  and  membrane  expression  in  zebrafish 
embryo was confirmed by confocal imaging. 
Cdc42  is  a  small GTPase  that  belongs  to  the  Rho/Rac  subfamily  and  it  regulates 
various  cellular  responses  including  the  assembly  and  disassembly  of  the  actin 
cytoskeleton  (Heasman &  Ridley,  2008).  It  interacts with  over  20  target  proteins 
identified  to  date,  including  IQGAP1  (Erickson  et  al,  1997),  a  multidomain 
scaffolding protein that modulates cross‐talk among diverse pathways. Two Cdc42 





The  constitutively  active  mutant  Cdc42G12V  and  the  dominant‐negative  mutant 
Cdc42T17N of Cdc42 were sub‐cloned  into an mRFP1‐pXJ40 vector at the C‐terminal 
of mRFP1 between  the BamHI and NotI sites. The pEGFP‐C2‐IQGAP1 vector was a 














The  zebrafish, Danio  rerio,  as  a  vertebrate model  is widely  used  in  the  study  of 
development and genetics. Zebrafish has previously been a popular tropical fish pet 
for decades, and its use for scientific research came only very recently, following the 
demonstration that  it  is the first vertebrate animal model amenable to  large‐scale 
forward  genetic  screens  (Eisen,  1996).  Using  zebrafish,  it  is  possible  to  take  a 
forward  genetic  approach  to  study  vertebrate‐specific  processes  that  affect 
development and disease. The whole zebrafish genome has been sequenced, and 







&  Stainier,  2006).  This  is  facilitated  by  the  optical  transparency  of  the  zebrafish 
embryos  and  early  larvae, which makes  possible  direct  visualization  of  cells  and 
organs deep within body. The transparent zebrafish embryo body means  less  light 
blockage by the tissue in the spectrum visible to human eyes, which is in the 380 to 
750  nm  wavelength  range.  This  wavelength  range  covers  the  excitation  and 
emission  spectra  of most  commonly  used  fluorophores,  aiding  the  application  of 
fluorescence  microscopy  and  spectroscopy.  In  this  work,  we  investigated  the 
feasibility of studying molecular dynamics in living zebrafish embryos using FCS/SW‐
FCCS. Compared  to Petri dish‐based  cell  culture, which  is  conventionally used  for 
cell biology research, zebrafish embryo is advantageous (see discussion in Chapter 1) 
and  provides  a  platform  to  investigate  a wider  spectrum  of  biological  questions. 
However,  the experimental realization of applying FCS/SW‐FCCS  in  living zebrafish 
embryo  is  practically  challenging  due  to  intricate  sample  handling,  uneven 
distribution  of  autofluorescence  and  thick  tissue  penetration.    Consequently,  the 
application of FCS  is restricted to  limited embryonic stages, areas and penetration 








One  could  use  stable  zebrafish  transgenic  lines  to  perform  FCS  measurements. 
However,  those  transgenic  lines  are usually made  to express  green or  red  FPs  in 
certain tissues for the purpose of visualization only. FCS probes protein dynamics on 
the  molecular  level  thus  measurement  of  the  transgenic  line  gives  only  the 
parameters  of  the  green  or  red  FPs.  To  introduce  a  protein‐of‐interest  into  the 
embryo body, microinjection of mRNA or DNA constructs is required. The mRNA has 
the advantages of early expression and more precise control of expression  levels. 
However,  mRNA  is  short  lived  and  cannot  sustain  protein  expression  to  late 




time point  that  FCS  can be performed  (New GFP  variants with  faster maturation 
time became   available  recently:  http://www.clontech.com).  On  the  other  hand, 
FCS  measurements  can  be  performed  up  to  5  dpf  and  after  that,  increased 
pigmentation hinders any light based application.  
In  this work,  the  controlled  amount  of DNA  plasmid was microinjected  into  one 
blastomere  at  16‐cell  stage  zebrafish  embryos  (Fig.  2.6).  This  practice  provides  a 
general control when protein needs  to be expressed  in different cell  types within 




the  protein  expression  level  should  always  be  kept  low,  especially  for  those 
physiological  functional ones.  In one example, we  injected  the DNA encoding  the 
epidermal growth  factor receptor  (EGFR) gene, and all embryos were dead within 
one day  even with half  than  the usual  injection  amount.  The  transfection of  the 
same plasmid in Chinese hamster ovary (CHO) cells show no such effects (Liu et al, 
2007).  This  reinforces  the  concept  that  the  2D  cell  culture  could  survive  more 
stringent environment but  the  information obtained at  this condition may be  less 
physiologically  relevant.  In  order  to  express  physiologically  functional  proteins  in 
zebrafish embryos, one could further reduce the injected DNA amount, inject mRNA 
instead, or use a tissue specific promoter to drive protein expression.  
In  the  following  experiments,  muscle  fiber  cells  were  chosen  for  FCS/SW‐FCCS 
measurements as  they are abundant within  the embryo and are easy  to  identify. 
The mosaic expression pattern of injected plasmid in the embryo body also provides 
cells  with  different  protein  expression  level  to  choose  from.  Based  on  confocal 
images,  muscle  fiber  cells  that  express  injected  plasmids  at  physiological  levels 
(nanomolar range) were selected for FCS/SW‐FCCS measurements.  
Compared  to  cell  culture,  gene  expression  in  zebrafish  embryos  requires  more 
manual  work.  But  each  successfully  microinjected  embryo  provides  dozens  to 
hundreds  of  cells  for  observation.  No  CO2  incubator  is  required  and  each  cell  is 
maintained  in  a  genuine  physiological  environment.  In  addition,  DNA  delivery  in 
zebrafish embryo using electroporation has been developed  (Teh et  al, 2003),  so 














(Rigler  et  al,  1993b).  This  requires  high  signal  to  noise  ratio  of  the  sample  and 
minimal  background  interference.  However,  autofluorescence  in  live  cells  and 
tissues is inevitable (Andersson et al, 1998) and it is generally considered as one of 
the major  problems  encountered  in  ultrasensitive  FCS  applications.  As  shown  by 
Koppel (Koppel, 1974), the signal to noise ratio of FCS measurements is governed by 
the  number  of  photons  collected  per  fluorophore  per  sampling  period  (cps).  In 
experiments,  one would  like  to minimize  the  cps  of  the  autofluorescence while 
maximizing  the  cps  of  the  fluorophore‐of‐interest.  Therefore,  it  is  necessary  to 




autocorrelation.  In  this  case,  the  steady  background  introduces  a  constant  error 
factor  at  all  time  scales  in  the  autocorrelation  curve  which  leads  to  decreased 
amplitude  value.  This  causes  overestimation  of  the  concentration  of  the 
fluorophore‐of‐interest but does not affect  the  temporal  information. However,  it 
has been shown that autofluorescence  in various cell  lines,  including A431 human 
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epidermoid  carcinoma  cells  and  HeLa  cells,  produce  autocorrelation  amplitudes 
(Brock  et  al,  1998;  Schwille  et  al,  1999a),  which  may  rise  from  mobile  native 
fluorophores stable enough to be correlated themselves. Known intrinsic biological 
autofluorescent molecules  include  flavoproteins,  collagen,  NADH,  lipofusion,  and 











studies.  To  obtain  an  overview  of  the  autofluorescence  distribution  in  the  green 








embryo was  then  excited by  100 µW  543 nm  laser  and  the  image was  recorded 
using a Long‐Pass 560 emission filter as shown in Fig. 3.1C. The image suggests that 
autofluorescence  in the red channel  is equally strong  in the yolk to yolk extension 
(arrow 2) and region around the eyes (arrow 1), while autofluorescence in the trunk 
region  (arrow  3)  is  much  lower  (Fig  3.1D).  To  minimize  the  influence  of 
autofluorescence  in  both  green  and  red  channels,  the  subsequent  FCS 
measurements were  conducted  in  the  trunk  region posterior  to midbrain, where 
the  main  tissues  are  the  epidermis,  muscle,  vascular  and  neuronal  system.  In 
addition,  the  result  suggests  that  the overall autofluorescence  intensity  is  slightly 





 Fig.  3.1:  Autofluorescence  distribution  in  zebrafish  embryo  body. A) Overview  of 
autofluorescence expression in lateral view 3 dpf AB wild type embryo, excited with 
100 µW 488 nm laser, long‐pass 505 as emission filter. Overlay of transmission and 









Using  it  together with  a  diffractive  element,  one  could  capture  the  fluorescence 
emission spectrum of the sample. Here, we studied the autofluorescence emission 
spectrum  excited with  100  µW  488  nm  laser  in  a muscle  fiber  cell  at  the  trunk 
region.  A  40×  objective  (Plan‐Neofluar/NA=0.75,  Carl  Zeiss)  was  used  for  this 
purpose and the spectrum was recorded from 505 nm to 719 nm in minimum steps 
of 10.7 nm (22 PMT elements were used in this case). Fig. 3.2 shows the normalized 
autofluorescence  spectrum  together  with  the  EGFP  spectrum  and  the  510AF23 
emission filter (Omega Optical, Brattleboro, USA) used for FCS measurements. The 














embryos. The observation volume was positioned  in both  the muscle  fiber cell at 
trunk  region and  the motor neuron cell at hindbrain, and no autocorrelation was 
observed with autofluorescence alone in both cases. In contrast, FCS measurements 






background  signal  adds  to  the  overall  fluorescence  intensity  of  the  FCS 
measurements and thus decrease the ACF amplitude G(0) as discussed in 2.1.1. This 
leads to an overestimation of the concentration of the target molecules, but it does 
not  affect  the  width  of  the  autocorrelation  function  and  thus  the  temporal 
information.  At  a  point  excited  with  30  µW  at  488  nm,  the  autofluorescence 
intensity (defined as count rate per second) recorded by the avalanche photodiode 
detector was 0.6  ‐ 1 kHz  in the zebrafish embryo trunk region  (excluding skin and 
vascular system), compared  to 0.2 – 0.6 kHz  in buffer solutions  in our calibration. 
This value was considerably smaller than that in the cell cultures (Brock et al, 1998; 
Schwille  et  al,  1999a).  Nevertheless,  in  order  to  discriminate  against 
autofluorescence background but still allow reliable fluctuation analysis, one should 
still optimize  the excitation  laser power and  choose  cells with proper  fluorescent 
probe concentration.  
High laser power is known to cause saturation and photobleaching of fluorophores 
(Dittrich  &  Schwille,  2001;  Petrasek  &  Schwille,  2008a),  especially  for  FPs,  and 











fluorescence  intensity  larger  than  10  kHz  were  chosen  for  FCS  measurements, 
which corresponds to 2 to 5 nM EGFP concentration depending on the cps of EGFP 
in  the above mention experimental  condition  (cps  value varies at different  tissue 
depth penetration, see section 3.4.3 for detail). As an ultrasensitive tool, FCS works 
better with  low probe concentration and an upper  limit of probe concentration  is 
usually 1 µM in solution (Thompson, 1991) and 100 nM in intracellular applications 
(Schwille  et  al,  1999a).  Taking  all  these  into  consideration,  EGFP‐expressed  cells 
with  fluorescence  intensity of 10  to 200  kHz were  chosen  for  FCS measurements 
when excited with 30 µW 488 nm laser power. 
Unlike cell cultures which are usually engineered from opaque tissues, the optically 
transparent  zebrafish  embryo  is  advantageous  in  terms  of  autofluorescence 
interference. We noticed that all strong autofluorescence observed in the zebrafish 
embryo  arose  from  the  less  transparent  regions,  including  eyes  and  yolk.  By 
choosing  for measurements  the more  transparent  trunk  region,  the  influence  of 
autofluorescence was minimized and experiments can be done  in vivo  leaving  the 
embryo  intact at  the end of measurements. Therefore working with  larvae of  fish 
strains where pigmentation  is  suppressed genetically  (e.g. albino) or by chemicals 








the  working  distance  within  the  embryo  at  which  the  measurements  could  be 
performed efficiently due  to  the  strong and multiple  light  scattering.  In biological 
tissues,  light  absorption  is  generally  negligible  compared  to  light  scattering 




scattering as  the photon energy stay unchanged after deflection,  is caused by  the 
heterogeneities of cells, as cells comprise different sub‐compartments and macro‐





due  to  the  internal  cellular  structures.  In  particular,  the  nucleus  and  its 
substructures  are  responsible  for  about  40  %  of  scattering  at  any  angle  (2000; 
Mourant et al, 1998).  In embryonic tissues with multiple cell layers, light scattering 
from each cell  layer  is added and working distance of any  light‐based technique  is 
thus  limited.  In  addition,  light  scattering  is  also wavelength dependent  and  short 
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wavelengths  (excitation  light)  are  more  prone  to  be  scattered  than  longer 
wavelengths  (fluorescence emission  light).  In  this section,  the working distance of 







gives  a  general  idea  how  photon  collection  efficiency  is  affected  by  different 
penetration depth.    It  has been  suggested  that  confocal microscopy  can work  at 
most 100 µm within biological tissues using OPE (Denk et al, 1990). Considering the 
transparent  tissue  of  zebrafish  embryo,  this  value  could  be  larger  but  still  varies 
depending on the instrumentation. Here we used an Islet‐1‐EGFP transgenic line to 
test  our  FCM  setup.  In  this  transgenic  line,  the  neural‐specific  Islet‐1 
promoter/enhancer drives EGFP expression  in primary neurons,  including a subset 
of sensory neurons and motor neurons (Higashijima et al, 2000). Fig. 3.3A shows a 








However,  the  figure  showed  that  fluorescence  intensities  of motor  neuron  cells 
drops to only 15% as the  image plane progresses from a surface 20 µm to 120 µm 
within  the embryo body,  although  a  constant  laser power was  applied  for  image 




Fig.3.3:  Fluorescence  intensity  changes  against  depth  in  confocal microscopy.  (A) 
Dorsal view of vagal motor neurons of 3 dpf embryo of islet‐1‐GFP transgenic line as 






To  examine  the working  distance  of  FCS, we measured  the  diffusion  time  d  of 
cytosoplasmic  EGPF  in  zebrafish  motor  neurons  at  different  cell  depths  and 
compared  the measurement accuracy. The cell depth was determined by a z‐scan 
from the FCS measurement point towards the bottom skin of the embryo, indicated 
by  a  fluorescence  intensity  change when  the  focus  shifts  from  the  epidermis  to 
agarose.  Due  to  the  high  EGFP  expression  level,  the  motor  neurons  were  pre‐
photobleached  for  10  seconds  with  1  mW  488  nm  laser.  To  confirm  that 












50 µm  inside  the embryo using one‐photon excitation  (OPE). FCS can still provide 






of  FCS  measurement  (Koppel,  1974).  Fig  3.4B  shows  that  the  average  cps  of 
measurement within 50 µm  is 6 kHz, while beyond 50 µm  it drops  to only 2 kHz. 
This  again  suggests  that  accurate  FCS measurements were  limited within 50 µm. 
The limited working distance is restricted by strong and multiple light scattering and 
spherical aberrations induced by the heterogeneous refractive index of tissues (Hell 
et  al,  1993),  as  cells  comprise  different  sub‐compartments  and macro‐molecules 
which  make  the  cell  optically  non‐homogeneous.  Furthermore,  light  scattering 
particularly affects the signal to noise ratio in confocal illumination, which achieves 
optical  sectioning  with  a  detection  pinhole  that  rejects  out‐of‐focus  light.  In 




 Fig.3.4:  FCS  penetration  depth  study  using  one  photon  excitation  (OPE).  FCS 
measurements were performed on motor neuron cells with different cell depth. A) 













photon  generated  after  emission  has  higher  energies  than  the  excitation  light, 
which is contrary to traditional fluorescence. Thus for commonly used fluorescence 
marker, TPE occurs in the NIR wavelength range from 700 to 1000 nm. NIR light not 
only propagates deeper  into scattering biological tissue, but  is also  less phototoxic 
due  to  lack of endogenous absorbers at  this wavelength  range  (Svoboda & Block, 
1994). The second advantage of TPE  is  its  intrinsically confined excitation volume. 
The probability of TPE is proportional to the square of the illumination intensity (the 
probability  of  OPE  is  directly  proportional  to  the  illumination  intensity).  When 
focused  through  a microscope objective,  TPE only occurs  at  the perifocal  region, 
eliminating  the need  for  a pinhole.  This means  that  all  fluorescence photons  are 
known to originate from the focus and thereby can be collected for analysis, which 
is especially useful when applied  in scattering tissue. Consequently,  in our setup a 
maximum pinhole  size of 300 µm was used  instead of normal 150 µm  for better 
photon  collection  efficiency.  Owing  to  these  advantages,  TPE  has  been  rapidly 
adapted for FCS  instrumentation and successfully applied for measurements made 




system  was  first  calibrated  and  optimized  using  a  standard  fluorescence  dye, 
tetramethylrhodamine (TMR) as shown  in Fig. 3.5A. The direct output  laser power 




The  cps  values of different measurements are plotted against  their  laser powers, 
and  different  colors  in  Fig.  3.5A  represent  measurements  done  with  different 
wavelength. A maximum cps of 14 kHz was obtained  for TMR calibration with 70 
mW laser power at 840 nm, which is similar to other reports (Schwille et al, 1999a). 
Higher  cps  value  can be  further  achieved by  adjusting  the  temporal  and  spectral 
laser pulse width (Mutze et al, 2007), but not carried out in this work due to limited 
instrumentation. As EGFP is the fluorophore expressed in the zebrafish embryo, the 
calibration  of  cps  value  versus wavelength  using  EGFP  buffer  solution was  then 
performed  (Fig.  3.5B),  aiming  to  find  the  proper wavelength  for  EGFP  excitation. 
Excitation wavelengths were tuned from 850 to 950 nm  in step of 10 nm. At each 
wavelength,  the  laser  power  was  adjusted  (50  to  70  mW  depending  on  the 
wavelength) to achieve maximum cps, and the cps values are then plotted against 






using  TPE. Obtained  cps  values were  plotted  against  different  laser  power.  Each 
colored curve represents measurement with a different wavelength. B) Calibration 
of  EGFP  in  buffer  solution  using  TPE.  Obtained  cps  values were  plotted  against 
different  wavelengths.  Each  point  represents  the  average  value  of  4  repeated 
measurements.  At  each  wavelength,  laser  power  was  pre‐calibrated  to  achieve 
highest cps.  
 
After  EGFP  buffer  solution  calibration,  we  repeated  the  measurement  of 
cytoplasmic EGFP diffusion time versus cell depth in the zebrafish embryo using TPE 
at  890  nm.  However,  in  the  zebrafish  embryo  measurements  we  saw  strong 
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The  diffusion  times  obtained  from  a  small  portion  of  the  measurements  were 
plotted against their cell depth as shown in Fig. 3.6A. However, TPE did not improve 
the penetration depth  in  the  case of  EGFP.  The determination of diffusion  times 
worsened  beyond  80  µm.  It  seems  that  TPE‐FCS  did  not  improve  the  working 
distance  in  living  embryos  in  this  case  partially  owing  to  two  reasons.  The  first 
reason  is the use of a de‐scanned detection scheme. Under de‐scanned detection, 
emission  light will  be  reflected  back  from  the  scanning mirrors  and  pass  several 
lenses and  the pinhole before detection. As discussed above, TPE has  intrinsically 
confined  excitation  volume  and  no  pinhole  is  required.  Thus  a  non‐de‐scanned 
detection  scheme  (which means  photons  are  directly  collected  after microscope 
objective)  is usually advised  for TPE.  In  this  case,  the photon  collection efficiency 
using de‐scanned detection scheme  is  low compared to non‐de‐scanned detection 
schemes so the potential of TPE was not fully explored (Le Grand et al, 2008). The 
second and more  important reason  is the  inefficiency of EGFP as a TPE dye  in the 
zebrafish  embryo.  The  low  fluorescence  yield  of  EGFP  using  TPE  dramatically 
decreased the signal to noise ratio of FCS measurements. The average cps of EGFP 
obtained  using  TPE  is  only  0.5  kHz  compared  to  6.0  kHz  using  OPE.  The  low 
molecular  brightness  of  EGFP  using  TPE  has  so  far  been  attributed  to 
photobleaching  (Dittrich  &  Schwille,  2001;  Petrasek  &  Schwille,  2008a)  and 
saturation  (Berland &  Shen,  2003).  In  an  attempt  to  improve  in  this  regards, we 
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injected  TMR,  a  good  TPE  dye,  into  the  embryo’s  blood  circulation.  TPE‐FCS 
measurements were  conducted on  small  vessels ~ 200 µm deep within  the head 
and  the  signal  still  generated  robust  autocorrelation  (Fig.  3.6B).  The  penetration 
depth in this case was limited by the working distance of the objective (the working 
distance of the Olympus UPLAPO 60×W objective is 280 µm), rather than limited by 
the  tissue  light  scattering.  Using microscope  objective with  high  NA  and  longer 
working distance,  i.e. recently launched Olympus XLPlan 25×W with 1.05 NA and 2 
mm working distance, TPE‐FCS  could potentially work even deeper  in  tissue with 
TMR.  This  confirms  that  TPE  provides  better  penetration  depths  when  using 
appropriate dyes.  It  should be noted  that  the penetration depth  is dependent on 
the  opacity  of  the  embryo  tissue which  itself  is  variable  at  different  embryonic 
stages.  Using more  optically  transparent  strains  of  fish  such  as  albino,  nacre  or 








obtained  diffusion  time  d  is  plotted  against  cell  depth.  B)  TPE‐FCS  flow 














changes and  subpopulation  characteristics, parameters  that have been previously 
masked  in ensemble averages and standard deviations, are now directly accessible 
in  living  cells.  FCS  provides  a  promising  alternative  to  photobleaching  recovery 
methods  for  determining  biomolecule  dynamics  at  very  low  concentrations. 
Photobleaching  recovery,  which  tolerates  limited  instrumentation  and  requires 
higher  dye  concentration,  was  established  as  the  first  technique  to  be  able  to 
determine diffusion coefficients of fluorescently labelled biomolecules in living cells 





However,  the  inherent  theory  and  experimental  realization  of  FRAP  restrict  its 
temporal  resolution  to  the millisecond  range while  some  cells  show much  faster 
protein activity (Phair & Misteli, 2000). In addition, the invasive dye photobleaching 
procedure requires a high fluorescent dye concentration and a relative large area to 
perform,  which  greatly  reduces  its  sensitivity.  FCS,  in  comparison,  utilizes  non‐
invasive fluorescence fluctuation analysis of small ensembles in a diffraction‐limited 
observation  volume,  and  provides  a  far  higher  dynamic  performance  in  the 
submillisecond  range  to  probe  protein mobility  at  their  physiological  expression 
levels.  Recent  publications  have  demonstrated  the  precise  determination  of 




in  diameter)  also  allows  the  single molecule measurement  to  be  carried  out  in 
various subcellular compartments.  In addition, applying the concept of anomalous 
subdiffusion,  the  steric hindrance of diffusing molecules  and  the  crowdedness of 
the cytoplasm at the molecular scale can also be investigated (Banks & Fradin, 2005; 











Zebrafish  is  a  widely  accepted  animal  model  for  studying  of  development  and 
function of the vascular system  (Zhong, 2005), owing to  its small size, transparent 
tissue and genetic similarity to mammals. In particular, quantitative measurements 






et  al,  1995),  and  laser  line  scanning  velocimetry  (Malone  et  al,  2007). However, 
those  imaging based methods usually  require high  concentration of  large probes 
which  could  obstruct  flow  in microchannels  and  small  vessels.  They  also  provide 
data characterized by good temporal but low spatial resolution, and a high level of 
spatial  resolution  is a key  factor  to understand  the  local changes of blood  flow  in 
the  vessel.  Therefore,  a method  that  can probe  flow  velocity non‐invasively,  and 
possesses  submicrometer  range  of  spatial  resolution  is  desirable.  FCS  has  been 
proven  to be an attractive alternative  to measure  flow. Several publications have 
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demonstrated  that FCS can measure  transport of  large protein units  in plant cells 
(Kohler et al, 2000), EYFP labelled bacteria flowing in a capillary (Kunst et al, 2002), 
and DNA molecules in a microfluidic channel (Foquet et al, 2002). Firstly, FCS works 
at  extremely  low  concentrations  of  small  dye molecules  in  the  range  of  1  nM, 
eliminating the problem of vessel obstruction by probes. In living zebrafish embryo, 
we also found that the autofluorescence present  in the serum generates sufficient 
cps  for  FCS  analysis. No  additional  dye  injection  into  the  circulation  is  required, 





















assumption  that  the  flow  or  scan  is  uniform  and  single‐directional  in  a  plane 
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where  1fF  is the  fraction of the  first  flow component,  i.e. the  fraction of  the time 
the system exhibits flow rate 1 compared to the time the system spends in flow rate 







thus no additional dye  injection  into the circulation  is required. Therefore, a 3 dpf 
zebraifish embryo was directly mounted  in a  lateral view, and FCS measurements 
were  performed  using  100  µW  of  the  543  nm  laser  line  in  the  dorsal  aorta  and 
cardinal vein  in the trunk region as shown  in Fig. 4.1A. Prior to the measurement, 
the  embryo was  anesthetized  by  500 µM  of  tricaine  to  prevent  body movement 
(Westerfield, 2000). However,  tricaine at high doses  is known  to suppress cardiac 
function and the effect can vary from embryo to embryo. Thus velocity comparison 
was only conducted within one fish. As the flow velocities are not equal across the 
vessel  and  the  spatial  velocity  profile  abides  by  the  theoretical  model  of  the 
parabolic profile of a  cylindrical  tube  (Chien et al, 1977),  the observation volume 
was positioned at the center of the vessel to account for the maximum velocity. A 
typical  FCS  measurement  in  the  cardinal  vein  was  shown  in  Fig.  4.1C.  The 






channel confocal  image  showing  the dorsal aorta and  cardinal vein of a 3 dpf AB 
zebrafish embryo. B) A figure showing the real time blood flow velocity. There are 
alternating  fast and  slow blood  flows  in  the  cardiac  cycle  stemming  from  systolic 
and diastolic periods. C) A  typical FCS measurement of blood  flow,  showing both 
experimental curve (red) and fitting curve (black). The experimental curve was fitted 
with a 3D 2 flow model (Eq. 4.3). At the bottom is the fitting residual. D) Normalized 








data fitting is the flow time  f . In order to calculate the absolute flow velocity  fV , 
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one  still needs  to  calibrate  the observation volume using 543 nm  laser excitation 




were  faster  than  those  in  the  cardinal vein. This  is expected due  to  the different 
levels of cardiac‐mediated blood pressure  in these vessels and their widths (as we 
have measured, the dorsal aorta  is around 15 µm  in width and the cardinal vein  is 
around 19 µm).  It  should be noted  that FCS blood  flow measurements  should be 






f  (ms)  fV  (µm/s)  
Vessel  systolic  diastolic  Systolic  Diastolic 
Dorsal aorta  1.3 ± 0.2  6.3 ± 0.5  312 ± 23  64 ± 4 












4.3  Protein  Translational  Diffusion  Measurements  in 
Living Zebrafish Embryo 
4.3.1 Introduction 
Energy‐independent  random  diffusive  motion  in  the  3D  cytoplasm  is  the  most 









characterizing mobility  from milliseconds  to  seconds,  which  covers  the  dynamic 
range of most biomolecules in living cells. In this section, we measured the diffusion 
coefficients of cytoplasmic EGFP in different subcellular compartments, as well as in 
different  cell  types.  Next,  we  expressed  the  EGFP  labelled  membrane  protein 
Cxcr4b  and measured  its diffusion behaviour on  a 2D membrane. At  last,  all  FCS 




 4.3.2  Protein  Translational  Diffusion  Measurements  in 
Cytoplasm and Nucleoplasm 
The physical structures of cell cytoplasm and nucleoplasm have been an interesting 
topic  for decades  (for  review  see  Lamond &  Earnshaw, 1998;  Luby‐Phelps, 1994) 
and  it  is  clear  that  cytoplasm  and  nucleoplasm  have  distinct  substructures.  The 
cytoplasm comprises dissolved  solutes and macromolecules  in a complex array of 
microtubules, actin, and intermediate filaments; and it contains various membrane‐
bound  subcompartments.  The  nucleoplasm,  in  comparison,  is  mainly  filled  with 
chromatin whose structure  is dynamically changing; and  it contains no membrane‐
bound  subcompartments.  Numerous  publications  have  studied  the  translational 
diffusion of fluorescent probes or functional proteins in cytoplasm and nucleoplasm, 
aiming to  investigate the nanoscale viscoelasiticity of  intracellular fluids (Guigas et 
al,  2007b),  size‐dependent  DNA  or  protein  mobilities  (Dauty  &  Verkman,  2005; 
Seksek et al, 1997), protein distributions and  function  (Phair & Misteli, 2000), and 
chromatin density (Dross et al, 2009). In particular, two recent publications by Pack 
et.  al.  and    Liang  et.  al.  suggest  that  EGFP  diffuses  faster  in  cytoplasm  than  in 













the  boundary  of  the  cell  nucleus. Guided  by  confocal  image,  a  single  point was 
selected  at  the  center  of  the motor  neuron  cell  (usually within  the  nucleus)  to 
perform  point  scan  with  100%  laser  power.  A  confocal  image  was  immediately 
captured after the point scan as shown in Fig. 4.3A and 4.3B. As the EGFP molecules 
cannot diffuse through the nuclear pores fast enough, the  fluorescence  intensities 
in  nucleus  are  then  lower  than  that  in  the  cytoplasm.  Three  points  were  then 
selected in both cytoplasm and nucleoplasm for FCS measurements as marked in Fig. 
4.3A  and  4.3B,  and  four  measurements  were  performed  in  each  point.  The 
experimental data were fitted with 3 dimensional 1 particle 1 triplet model (Eq. 2.26) 




were  repeated  in  several more motor neuron cells  in different  zebrafish embryos 
and  the  average diffusion  time obtained  in  cytoplasm  and nucleoplasm  is  0.29  ± 
0.04 ms and 0.23 ± 0.03 ms, respectively. Our results support Guigas et.al.’s finding 
that  the  cytoplasm  is  more  crowded  than  the  nucleus  (Guigas  et  al,  2007a). 
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Nevertheless,  the  difference  was  relatively  small  and  the  average  values  were 
within each other’s  standard deviations.  It  should be noted  that  cell nucleus  can 





measurements  in  cells  at  unfavorable  phases.  In  comparison,  our  FCS 
measurements  were  performed  in  motor  neuron  cells,  which  after  maturation 
usually stay indefinitely at G0 phase and arrest division (Alberts et al, 2002).  
The  results also  suggested  that  the EGFP molecules diffuse  relatively  fast  in both 
cytoplasm  and  nucleoplasm,  considering  the  macromolecular  crowding 
environment within  cells. Measurements  of  EGFP  in  buffer  solution  at  the  same 
experimental  condition  yielded  a  diffusion  time  of  0.19  ±  0.02 ms, which  is  only 
about 40%  faster  than  in  the  cytoplasm. This  could be owing  to  the  small  size of 
EGFP (27 kDa), as organelles, cytoskeleton, and even dissolved macromolecules are 
less obstructive  for small sized probes and the EGFP molecule can still diffuse  fast 






Fig.  4.3:  Diffusion  time measurements within  one  cell.  FCS measurements were 
performed  in  the  nucleoplasm  and  cytoplasm  within  one  cell.  The  nucleus  was 
outlined  by  point  photobleaching  in    nucleus. A)  and B)  are  the  confocal  images 
captured  right  after  the  point  photobleaching.  As  EGFP molecule  cannot  diffuse 
through the nuclear pore fast enough, the fluorescence  intensitiy  in the nucleus  is 
lower than that  in the cytoplasm. Three points were selected  in both nucleus and 
cytoplasm  for  FCS measurements  as  indicated  in  the  images  by  yellow  and  red 









injected  EGFP  plasmid  into  a  single  blastomere  at  the  16‐cell  stage  as  described 
before, and observed fluorescence expression  in both muscle fiber cells (Fig. 4.4A, 




cells  that were within  50  µm  from  the  body  surface.  The  ACF  curves  suggested 
slightly  different  diffusion  behavior  (Fig.  4.4C).  The  average  diffusion  time  d  
obtained was 0.29 ± 0.06 ms  in motor neuron cells and 0.36 ± 0.04 ms  in muscle 
fiber  cells.  The  diffusion  time  obtained  in  motor  neuron  cells  in  EGFP  plasmid 
injected embryos was exactly the same as that in the motor neuron cells in Islet‐1‐
EGFP transgenic line (section 4.2.2). We next calculated the corresponding diffusion 
coefficients  using  methods  described  in  section  2.1.2.  Measurement  of  the 
reference  dye  fluorescein  in  aqueous  solution  yielded  a  d  of  43.7 µs. Using  300 
µm2s‐1  as  the  diffusion  coefficient  of  fluorescein  (Wohland  et  al,  1999),    the 
corresponding EGFP diffusion coefficients were calculated to be 45.3 ± 9.4 µm2s‐1 in 
motor  neurons  and  36.5  ±  4.1  µm2s‐1  in  muscle  fibers.  Note  that  the  diffusion 
coefficients  for  EGFP  inside  cells  represent  lower  limits  since  the  focal  volume  is 
slightly  increased due to the refractive  index mismatch between water and tissue. 
However,  the  values  are  very  close  to  typical  values  found  in  2D  cell  cultures. 
According  to  the  Stokes‐Einstein  relation  ( kTD=
6πηr ,  where  k  is  the  Boltzmann 










have  increased  cellular  elasticity  and  are  considerably  “softer”  than  normal  cells 
(Beil  et  al,  2003; Darling  et  al,  2007), which  possibly  enhances  their  potential  to 
penetrate tissue and enter  lymphatic or blood circulations. Therefore the value of 






Fig.  4.4:  Diffusion  time measurements  in  different  cell  types.  EGFP  plasmid was 
injected  at  16‐cell  stage  and  fluorescence  expression  was  observed  in  both  A) 
muscle  fiber  cells  (at  posterior  trunk  region)  and  B)  motor  neuron  cells  (at 
hindbrain/spinal cord  junction  region) at  late  stages. Picutres are  shown  together 
with transmission channels and fluorescent channels. Scale bar = 40 µm in A) and 10 
µm in B). C) Normalized ACF curves of cytoplasmic EGFP in motor neuron cells and 
muscle  fiber  cells,  showing  together  with  experimental  curves  (red)  and  fitting 






4.3.4  Protein  Translational  Diffusion  Measurements  of 
Cxcr4b‐EGFP on Membrane 
The  mobility  of  membrane  proteins  is  critical  in  determining  their  interaction 
capabilities  and  protein  functions.  Quantifying  the  diffusion  coefficient  of 
membrane proteins therefore provides insights in understanding protein behaviour 
and  organization  of  cell membranes.  In  this  section, we measured  the  diffusion 
coefficients  of  EGFP  labelled Cxcr4b  on  the membrane  of muscle  fiber  cells.  The 






ng/µL) were  injected as  it has been shown that overexpression of Cxcr4b  leads to 
developmental abnormalities  (Doitsidou et al, 2002). The EGFP‐tagged Cxcr4b was 
found to be uniformly distributed along the muscle fiber plasma membrane. In FCS 




(parallel  to  the x‐y plane) and adjust  the height of  the volume  to achieve highest 
fluorescence  intensity.  In this experiment, the FCS observation volume was placed 
on  the  bottom  membrane  of  the  muscle  fiber  cell  (more  close  to  the  embryo 
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surface)  and  the  z‐position was  adjusted  in  steps  of  0.1  µm  until  the maximum 
fluorescence  intensity was observed. A more  accurate method  is  to  perform  FCS 
measurements at different height in the proximity of the top or bottom membrane 
and select measurements with  fastest diffusion  time and highest cps  (Milon et al, 
2003). However, this method  is time‐consuming and the  long time  laser excitation 
causes  irreversible EGFP photobleaching. Thus this method  is not adopted here. A 
typical ACF curve is shown in Fig. 5.6B. The fluorescence intensity trace showed no 
















showing experimental curve  (red) and  fitting curve  (black).  Insert  is  the schematic 











Anomalous  subdiffusion  describes  an  obstructed  diffusion  where  the  time 
dependence  of  the mean  square  displacements  (MSD)  is  not  linear  (Feder  et  al, 
1996;  Schwille et al, 1999b),  i.e.,   2r t t  with 0 1   (  is  the anomality 
factor;  the  smaller  ,  the  more  anomalous  the  diffusion.  1   is  thereby  for 
normal  diffusion).  Anomalous  subdiffusion  is  usually  found  in  crowded 
environments  in which  the molecular  crowding affects  the diffusive properties of 
the probe and  reduces  its diffusion coefficient.  It has been shown  that cytoplasm 
and nucleoplasm both induce anomalous subdiffusion for nanoscale tracer particles 













    
  2
G
                          
   (4.1) 








            (4.2) 
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           
   (4.3) 
In  this  section, we  fitted our FCS measurements with  the anomalous  subdiffusion 
model and compared the value of the anomality factor  . We first evaluated data 
from experiments performed in PBS buffer. Both fluorescein and EGFP in PBS buffer 
yielded   value  close  to  1  (Table  4.1),  confirming  that  diffusion  of molecule  in 
buffer solutions follows the pattern of Brownian motion. We then examined EGFP 
diffusion  in motor neuron  cells  (including  cytoplasm, nucleoplasm  and  cytoplasm 
from  Cxcr4b‐MO motor  neuron  cells)  and muscle  fiber  cytoplasm.  Interestingly, 
although the diffusion coefficients variance covers a relatively wide range, i.e. EGFP 
diffuses  about  60%  slower  in  muscle  fiber  cytoplasm  than  in  motor  neuron 
nucleoplasm, the anomality  factor   shows  little variations between different cell 
types, different subcellular compartments, and cells  in different states  (Table 4.1). 
The obtained   values were close to 0.7  in all cases. The results first verified that 
the  diffusion  of  soluble  protein  inside  cells  is  indeed  anomalous  ( ~0.7).  It  also 
suggested  that  the degree of macromolecular  crowding  in  living  cells  is generally 
conserved  (Guigas  et  al,  2007a).  As  shown  by  Guigas  and  Weiss  via  computer 
simulations,  the  anomalous  subdiffusion  actually  increases  the  probability  for 
proteins  to  find  a  nearby  target  (Guigas  &  Weiss,  2007).  The  similar  anomality 
factors  in  living  cells  thereby  suggested  a  conserved  dynamics  in  intracellular 
protein  reaction networks. At  last, we evaluated  the FCS data of Cxcr4b‐EGFP on 
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molecule  is  roughly  2.1  nm  (Liang  et  al,  2009)),  as  diffusion  of  larger  probes 
experience  more  obstruction  inside  cells.  Fluorescently  labeled  beads  with  a 





d  ± SD (ms)  D ± SD (µm2 s‐1)  α ± SD  Sample size 
Fluorescein in PBS buffer  0.043 ± 0.002  300*  0.97 ± 0.02  10 
EGFP in PBS buffer  0.19 ± 0.02  69.1 ± 7.3  0.95 ± 0.02  20 
EGFP in motor neuron cytoplasm  0.29 ± 0.06  45.3 ± 9.4  0.71 ± 0.04  60 
EGFP in motor neuron nucleoplasm  0.23 ± 0.03  57.1 ± 7.5  0.74 ± 0.06  40 
EGFP in Cxcr4b‐MO motor neuron 
cytoplasm 
0.35 ± 0.05  37.5 ± 5.4  0.72 ± 0.05  60 
EGFP in muscle fiber cytoplasm  0.36 ± 0.04  36.5 ± 4.1  0.76 ± 0.07  80 












advances  in molecular  and  cell biology  show  that protein‐protein  interactions,  at 
the molecular level, are the essence of most biological processes. Consequently, the 
protein‐protein  interaction becomes the main focus  in pharmaceutical targeting as 
a  drug  is  efficient  only when  it  is  bound  to,  and modulates  the  function  of,  its 
macromolecular targets. However, the quantification of biomolecular  interactions, 
at  present,  is mostly  performed  in  vitro,  i.e.  the  protein microarray  in  scientific 
research  (Stoll et al, 2005) and high throughput screen  in pharmaceutical  industry 
(Pereira  &  Williams,  2007).  In  the  last  years,  it  became  apparent,  though,  that 
biomolecular  interactions  are  strongly  dependent  on  their  environment,  the 
conditions  of  molecular  crowding  (Raghunath  et  al,  2007),  concentration  of 
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reactants  (Wylie  et  al,  2007a)  and  the  3D  organization  of  cells  in  which 
measurements  are  taken.  It  therefore  became  increasingly  important  to  quantify 
biological  parameters,  in  particular  biological  interactions,  in  their  natural 
environment within multi‐cellular organisms.  In  this chapter, we demonstrate,  for 
the  first  time  to  our  knowledge,  the  measurement  of  dissociation  constants  of 
interacting proteins in living zebrafish embryos, using SW‐FCCS.  
In  this chapter, we  investigated  the  interaction between Cdc42  (cell division cycle 
42) and  IQGAP1  (IQ motif containing GTPase activating protein 1). Cdc42, a  small 
GTPase that belongs to the Rho/Rac subfamily, regulates various cellular responses 
including the assembly and disassembly of the actin cytoskeleton.  It  interacts with 
over 20  target proteins  identified  to date, among  them  IQGAP1  (Hart et al, 1996; 
Kuroda  et  al,  1996),  a multidomain  scaffolding  protein  that modulates  cross‐talk 
among diverse pathways. The interaction of IQGAP1 and Cdc42 plays an important 








As  discussed  in  Section  2.2.2,  in  order  to  quantify  concentrations  from  SW‐FCCS 
measurements, several parameters need to be determined beforehand: the count 
rate per particle per second (cps) of fluorophores in different channels ( ,  ,   
and  ),  background  intensities  in  different  channels  (  and  ),  correction 






5.2.1  Determination  of  cps,  background,  and  correction 
factors 
The  cps  of  EGFP  tagged  particles  in  green  and  red  channels,   and  ,  was 
obtained from the division of the average intensity counts in each channel with the 
number  of  EGFP  tagged  particles  obtained  from  curve  fitting.  This  was  done  in 
experiments with only EGFP tagged protein and excited with 514 nm laser line. The 
measured  cps was  corrected  for  background  as  it  affects  the  actual  number  of 
particles  (Schwille  et  al,  1999a).  Similarly,   and   was  determined  in 
experiments with only mRFP tagged protein with 514 nm excitation. The individual 
cps was an average of at least 20 measurements of such experiments. Depending on 
different  fusion  proteins,   and   ranged  900‐1600  Hz  in  zebrafish  embryos 









compared  to  that  of  EGFP  excited with  488  nm  laser  line  (~  6  kHz  as  shown  in 




SW‐FCCS  measurements  as  the  emission  spectra  of  EGFP  and  mRFP  are  not 
distinctly  separated.  The  crosstalk  from  the  green  channel  to  the  red  channel  is 
stronger than the crosstalk  from the red channel to the green channel due to the 
long‐tailed emission spectra of FPs. In our calibration, the EGFP crosstalk to the red 
channel   is about 9‐11 % of   and the mRFP crosstalk to the green channel rg gg gr  
is about 1‐2 % of  . The average background  intensities  in both channels   and 
 are  recorded  in  experiments  in  wild  type  zebrafish  embryos,  and  the  value 
obtained  using  514  nm  excitation  are  around  500  Hz.  In  our  positive  control  of 
tandem  mRFP‐EGFP  experiment  (see  section  5.3  below  for  detail),   was 
noticeably lower and   higher than EGFP or mRFP alone (Table 5.1). One possible 
explanation  is due  to  fluorescence energy  transfer as  in  the positive control EGFP 
and mRFP are separated with only seven amino acids. Hence correction factors of qg 
= 0.7, qr = 1.3 were used  for the positive control.  In other binding experiments of 






































of  sample  with  known  concentration  or  known  diffusion  coefficient,  fitting  a 
theoretical curve to the experimental data, or using nanometric fluorescent beads 
(for a comparison of  these methods, see Ruttinger et al, 2008). We used  the  first 
approach  via  FCS  measurement  and  fit  of  a  fluorophore  with  known  diffusion 
coefficient. Diffusion time  d  and the geometric ratio of axial to radial dimensions 







with  known  diffusion  coefficient,  effective  volume  3 22 0 0effV   z  can  thus  be 







excited  with  514  nm  laser  line,  and  due  to  the  broad  emission  spectrum,  the 
fluorescence  can  be  captured  in  two  channels  by  filter  set  used  in  SW‐FCCS 
measurement (560DCLP, 545AF35 and 615DF45). Fig. 5.1 shows the spectra of R6G 
together with  emission  filters,  and  the  SW‐FCCS measurements  of  R6G.  The  CCF 
from  the  two  channels  reaches  a maximum  and  lies between  the  green  and  red 
ACFs, and the complex percentage calculated  is 92% using the green channel data 
and  110%  using  the  red  channel  data.  A  100%  overlap  between  the  three 



















injected premixed  EGFP  and mRFP plasmids  into one blastomere  at 16‐cell  stage 
(see  section 2.3.1  for detail).  The mRFP  and  EGFP  are  individually expressed  and 




mosaic  expression  patterns,  different  levels  of  green  and  red  fluorescence were 
recorded  in  various  cell  types  at  48  hours  postfertilization  (hpf).  SW‐FCCS 




are homogenously expressed within  the whole muscle  fiber  cells. Noticeably,  the 
mRFP  seems  to  be  concentrated  in  the  nucleus  due  to  unknown  reason  and 
subsequent  SW‐FCCS  measurements  avoided  this  region.    The  SW‐FCCS  results 
show  a  flat  CCF  (Fig.  5.2B),  indicating  a  lack  of  interaction  between  individually 
expressed  EGFP  and  mRFP  molecules.  As  discussed  in  2.2.2  and  2.2.3,  the 




value  is not 0 % due  to  the autofluorescence background producing  false‐positive 
cross‐correlation amplitudes and this sets a  lower  limit  for the negative control.  It 





mRFP  channel,  some  CCF  curves  also  possess  substantial  triplet  state  and  curve 
fitting  in  this  case  gave  false‐positive  number  of  particles.  Taking  this  into 
consideration, curve fitting was performed with  limited time range from 100 µs to 
1s, avoiding the triplet state time range of ~10 µs. 
As  another  negative  control,  we  injected  premixed  mRFP  and  EGFP‐IQGAP1 
plasmids. The ratio between EGFP‐IQGAP1 and mRFP was tested and set at 1:1 for 
similar protein expression  level. The molecular mass of EGFP‐IQGAP1  is 220  kDa, 
which is substantially larger than mRFP (32 kDa, Campbell et al, 2002b), and the two 
proteins are not supposed to bind.  Interestingly, the confocal  image suggests that 
EGFP‐IQGAP1  is not present  in  the nucleus,  in  contrary  to mRFP as  shown  in Fig. 
5.2E, possibly due to its large size (There are multiple nuclei within a single muscle 

















homogenous  expression of both  green  and  red  fluorescence  (Fig.  5.2C)  as  in  the 
negative  control.  Imaging  based  analysis  of  colocalization  in  this  case  cannot 
distinguish negative and positive controls. The cell selection criterion  for SW‐FCCS 
measurements was same as in negative control and one SW‐FCCS result was shown 
in  Fig.  5.2D.  The  SW‐FCCS  result  gave  elevated  CCF  amplitudes,  indicating  the 
correlated movement of mRFP‐EGFP. The complex percentage obtained for positive 
control was 44.9 ± 5.9 %. This value is considerably higher than the negative control 












for  the  EGFP  and mRFP  pair  under  the  presented  conditions.  Similar  values  for 
tandem FPs have been reported by others (Baudendistel et al, 2005; Kohl et al, 2005; 
Saito et al, 2004; Slaughter et al, 2007). 
It  is  also  interesting  to  compare  the  diffusion  times  obtained  in  green  and  red 
channels. As  a  tandem  construct,  the  EGFP  and mRFP  are  supposed  to  have  the 




structure. This  is due  to  the different  sizes of effective volumes of green and  red 
channels. Although a single 514 nm  laser was used to excite both EGFP and mRFP, 









 Fig.  5.2:  SW‐FCCS  control measurements  in  living  zebrafish embryos. A) Confocal 
pictures of green and  red channels of one muscle  fiber cell  that express negative 
control  (individually  expressed  EGFP  and mRFP).  B)  SW‐FCCS  results  of  negative 
control  showing both experimental  curves  (dashed  lines)  and  fitting  curves  (solid 
lines).  Inserts are  schematic drawing  the  sample. C) and D) Confocal pictures and 
SW‐FCCS  results  of  positive  control  (tandem  construct  of mRFP‐EGFP).  E)  and  F) 






the scattering plot of  g rC C  vs  grC for both positive and negative controls (Fig. 5.3. 









Fig. 5.3: Scattering plot of  g rC C  vs  grC for both positive and negative controls. A) 











diverse  array  of  signalling  and  structural  molecules,  including  Ca2+/calmodulin 
signalling,  cytoskeletal architecture, Cdc42  signaling,  E‐cadherin‐mediated  cell‐cell 
adhesion and β‐catenin mediated  transcription  (for reviews, see Brandt & Grosse, 
2007; Briggs & Sacks, 2003a; Briggs & Sacks, 2003b). The 190 kDa human  IQGAP1 
protein  contains  five  protein‐interacting  domains  (Fig.  5.4).  Starting  from  the N‐
terminus  is the calponin homology domain (CHD) that binds to F‐actin (Erickson et 
al, 1997). Next  is  the WW domain, an  interaction module  for proline‐rich  ligands 
(Macias et al, 2002). The name of  IQGAP comes  from  the next  two motifs,  the  IQ 
and  Ras  GTPase‐activating  protein  (GAP)‐related  domain.  The  IQ  domain  is  a 
tandem  repeat of  four  IQ motifs which bind  to calmodulin  (Hart et al, 1996). The 













plays  an  important  role  in  modelling  microtubule  and  cytoskeleton  during  cell 
polarization and migration (Watanabe et al, 2004). Initial study identified IQGAP1 as 
a  putative  effector  protein  for  Cdc42  (Hart  et  al,  1996;  Kuroda  et  al,  1996). 
Subsequent  reports  validated  the biological  significance of  this  interaction.  It has 
been shown that overexpression of IQGAP1  increases active Cdc42  in cells,  leading 
to the formation filopodia (Swart‐Mataraza et al, 2002). In addition, IQGAP1 seems 
to be necessary for Cdc42 to  localize to the plasma membrane, and promotes cell 
mobility  at  least  part  in  Cdc42  function  (Swart‐Mataraza  et  al,  2002).  In  vitro 
measurements  have  already  been  conducted  to  determine  the  dissociation 
constant  between  IQGAP1  and  Cdc42.  In  the  only  example  we  can  find  from 
literature,  a  KD  of  24  nM was  reported  for  the  interaction  between  Cdc42Q61L,  a 
Cdc42 mutant considered as an active form, and the C‐terminal half of IQGAP1 that 
contains only the GRD and RasGAP domains (Owen et al, 2008). However, it became 




Ca2+/calmodulin  to  IQGAP1  has  been  shown  to  promote  dissociation  of  F‐action 





C‐terminus  IQGAP1  cannot  reflect  the  actual  binding  affinity  between  these  two 
proteins  in  their  physiological  environment.  In  this  section,  we  measured  the 
apparent  KD  value  between  Cdc42  and  the  full  length  IQGAP1  in  living  zebrafish 
embryos and the results are compared to that in CHO cells.  Cdc42 and IQGAP1 DNA 
used  in  this work  are of Homo  sapiens origin. BLAST  analysis  against Danio  rerio 
RefSeq  Protein  database  reveals  proteins  with  99%  similarity  to  Cdc42 （Ref: 



















mutant  that  has  been  shown  to  bind  to  IQGAP1  (Kuroda  et  al,  1996).  The G12V 
mutant  inhibits the hydrolysis of GTP hence  locking the protein  in the active  form 
(Masters  et  al,  1990).  The  EGFP  and mRFP  genes were  attached  to  IQGAP1  and 




obtain 1:1 protein expression  ratio. The plasmid  injection amount was  controlled 
and  muscle  fiber  cells  that  express  both  EGFP‐IQGAP1  and  mRFP‐Cdc42G12V  at 
physiological  level  (nanomolar  range) were  selected  for  SW‐FCCS measurements. 
From the confocal  image  (Fig. 5.6A),  it  is clear that both EGFP‐IQGAP1 and mRFP‐
Cdc42G12V were not present in the nucleus due to large protein size, and subsequent 
SW‐FCCS measurements were  performed  in  the  cytoplasm.    Fig.  5.5B  shows  one 
example  of  such  results.  It  is  obvious  that  the  two  proteins  form  complexes,  as 
shown by  the elevated CCF amplitude,  and  the  complex percentage  calculated  is 
41.6 ± 9.2 %. This value  is very close to the mRFP‐EGFP positive control,  indicating 
that  the Cdc42G12V binds  strongly  to  IQGAP1 as expected.  It  should be noted  that 
IQGAP1  might  also  indirectly  bind  to  another  Cdc42  molecule,  through  neural‐
Wiskott‐Aldrich  syndrome protein  (N‐WASP). Recent  studies  suggest  that  IQGAP1 
interacts  and  activates  N‐WASP  to  stimulate  actin  polymerization  to  generate 
branched  actin  filaments  in  vitro  (Bensenor  et  al,  2007;  Le Clainche  et  al,  2007), 
although which IQGAP1 domains are responsible for the binding is still unclear. The 
N‐WASP protein also possesses a GRD domain that binds to Cdc42, so the  IQGAP1 
and  N‐WASP  complex  might  contain  two  Cdc42  molecules.  However,  this 
hypothesis needs  to be experimentally  verified, and  in  this work,  the 1:1 binding 
stoichiometry was assumed for quantification.  





mRFP‐Cdc42G12V)  proteins  can  be  calculated  from  the  ACF  and  CCF  functions  as 
discussed  in  2.2.2.  A  scattering  plot  of  the  product  Cg×Cr  against  Cgr  was  then 
generated (Fig. 5.7A) and the KD value determined using this method is 105 ± 11 nM, 









to  extract  more  reliably  data  for  skewed  normal  distributions,  often  found  in 
biological  samples, when mean  values  are  low,  variance  is  large  and  values  are 
restricted  to  positive  numbers  (Limpert  et  al,  2001).  The  KD obtained  using  this 
method is 79 nM, in good agreement with results above. Thus we suggest that the 
apparent  KD for  the  interaction  of  Cdc42G12V  and  IQGAP1  in muscle  fiber  cells  of 
living zebrafish embryo is ~100 nM. This value is reasonable compared to the 24 nM 







Cdc42,  and  EGFP‐IQGAP1  (green  channel).  B)  SW‐FCCS  results  of  the  interacting 
















different.  The  blue  CCF  curve  was  basically  flat,  indicating  lack  of  interaction. 
Nevertheless,  in  our  measurement  of  mRFP‐Cdc42T17N  with  EGFP‐IQGAP1  in 
zebrafish  embryos,  about  one  third  of  the measurements  show  some  degree  of 
cross‐correlation and the portion of molecules forming a complex was 12.6 ± 12.3 % 
in this subpopulation. Based on this one third of measurements, KD determination 




very weak  interaction.  Considering  the  large  standard  deviation  of  the  complex 
percentage value and that interactions could be seen only in about one third of the 
measurements, we suggest  that Cdc42T17N does not bind  to  IQGAP1 or binds very 
weakly.  The distinct mobility of mRFP‐Cdc42T17N  and  EGFP‐IQGAP1  (Fig. 5.6D  and 
Table 5.2) also  indicates  that  the majority of  the  two proteins diffuse  separately, 
which  is  in contrast to  the similar diffusion times  found  for the  interacting pair of 





(Table  5.2),  which  suggests  that  the  dominant‐negative  Cdc42T17N  interacts  and 
forms complexes with other proteins. One possible  target are guanine nucleotide 
exchange  factors  (GEFs), which  bind  strongly  to GDP‐bound  Cdc42  but  have  low 
binding affinity to GTP‐bound Cdc42 (Rossman et al, 2005). Cdc42, as a Rho‐GTPase, 
functions  as bi‐molecular  switches by  adopting different  conformational  states  in 
response to binding GDP or GTP (for review, see Heasman & Ridley, 2008). Cycling 





scaffolding  proteins  and/or  kinases  (Cerione,  2004).  Owing  to  the  relative  high 
concentration  of  intracellular  GTP  in  normal  cells,  GDP‐bound  Cdc42  rapidly 
transferred to GTP‐bound form and free GEFs. However, the Cdc42T17N mutants are 
predominantly  in the GDP‐bound forms, thus a  large proportion  is probably still  in 









the GTP‐bound  form  fails  to  activate  a model  downstream  target  (Farnsworth & 
Feig, 1991). The same is assumed to be true for Cdc42T17N. Furthermore, it has been 
shown that IQGAP1 increases the amount of GTP‐bound Cdc42 in mammalian cells 
and  results  in  filopodia  formation  (Swart‐Mataraza et al, 2002). Thus  the possible 




A). Determination of KD  for Cdc42G12V and  IQGAP1 using  scattering plot. KD  value 
obtain by  this method  is 105 ± 11 nM. B) Determination of KD  for Cdc42G12V and 
IQGAP1 using  log normal distribution histogram. KD value obtain by this method  is 
79 nM. C) and D) Determination of KD  for Cdc42T17N and  IQGAP1 using  scattering 







The  above  mentioned  measurements  were  also  performed  in  CHO  cells  as 
comparison (Fig. 5.8, the CHO cell measurements were performed by colleague Foo 
Yong  Hwee).  The  negative  control,  positive  control,  and  the  dominant‐negative 
measurements all gave  comparable  results as  in  zebrafish embryo measurements 
(Table 5.2). However,  the KD value of 1000 nM  for  the  interaction of  IQGAP1 and 
Cdc42G12V was much higher  in CHO  cells  and  the portion of molecules  forming  a 
complex  was  considerably  lower  (12.2  ±  6.8  %),  suggesting  that  even  the 
constitutively active Cdc42G12V interacts weakly with IQGAP1 in CHO cells. The faster 
diffusion  of  the  protein  complex  in  CHO  cells  compared  to  that  in  embryos  also 
implies that other effectors could be  involved  in these  interactions  in embryos but 
not  in  CHO  cells.  One  possible  explanation  is  the  Ca2+  concentration  dependent 
interactions  of  IQGAP1  with  Cdc42  and  other  effectors  such  as  F‐actin.  The 
intracellular  cytosolic  Ca2+  concentration  is  usually  maintained  at  low  level  of 
approximately  0.1  µM  (higher  Ca2+  concentration  can  be  found  in  intracellular 
organelles such as endoplasmic reticulum and midtochondria), some four orders of 
magnitude  lower  than  the  extracellular  concentration  (Ashley  et  al,  1991).    In 
response  to  a  stimulus,  Ca2+  influx  through  Ca2+  channels  rapidly  increases  the 
intracellular  concentration  some  10  to  100  fold.  Such  a  transient  increase  is  a 
ubiquitous  signal  transduction  mechanism  producing,  for  example,  muscle 






(Invitrogen,  Singapore) which  includes  1 mM  calcium  chloride  and  other  calcium 
containing chemicals, and the intracellular concentration could be higher than that 
in  embryo muscle  fiber  cells.  As  discussed  in  section  5.4.1,  several  reports  have 
shown  that  increased  intracellular  Ca2+  concentration  will  lead  to  binding  of 
calmodulin  to  IQGAP1, which  in  turn  promotes  the  dissociation  of  IQGAP1  from 
both Cdc42 and F‐actin (Ho et al, 1999; Mateer et al, 2002). This might explain the 
weak  interaction  between  Cdc42G12V  and  IQGAP1  in  CHO  cells  and  the  faster 
diffusion  of  the  protein  complex.  However,  this  idea  needs  to  be  verified 
experimentally. 
It  should  be  noted  that  SW‐FCCS  measurements  in  zebrafish  embryos  were 
performed  10  to  50  µm  deep  into  the  body  tissue.  Compared  to  CHO  cells 
measurements, the deeper penetration results in an enlarged effective volume  . 
Consequently,  the  EGFP,  mRFP,  and  mRFP‐EGFP  measurements  in  embryo  all 
possess  longer  diffusion  times  than  in  CHO  cell  (Table  1).  The  enlarged V  will 
result  in an overestimation of  concentrations of all particles. This will  change  the 
measured apparent KD values by  the  same  factor as  the   (Eq. 11), but will not 
















The quantification of biomolecular  interactions, at present,  is mostly performed  in 
vitro.  In the  last years,  it became apparent, though, that biomolecular  interactions 
are strongly dependent on their environment, the conditions of molecular crowding 
(Raghunath et al, 2007), concentration of reactants (Wylie et al, 2007a) and the 3D 
organization  of  cells  in  which  measurements  are  taken.  The  quantitative 
determination  of  interactions  is  important  in many  fields  of  life  sciences.  It  has 
implications for drug discovery as the direct study of  interactions of potential drug 




relevant  data  for  the  simulation  of  biological  networks.  It  therefore  became 
increasingly  important  to  quantify  biological  parameters,  in  particular  biological 
interactions,  in their natural environment within multi‐cellular organisms. Here we 
demonstrate  for  the  first  time  the  measurement  of  dissociation  constants  of 




cells  and muscle  fiber  cells within  the  embryos, which  could  be  due  to  different 
intracellular  Ca2+  concentrations.  In  the  future  we  expect  that  new  labeling 
strategies, and better  fluorescent proteins with  larger Stokes  shifts,  reduced dark 






















































control  of  individually  expressed  EGFP  and  mRFP,  showing  both  experimental 
curves  (dashed  line)  and  fitting  curves  (solid  line).  B)  to  D)  SW‐FCCS  results  of 
positive  control  (tandem  mRFP‐EGFP  construct),  Cdc42G12V  with  IQGAP1,  and 
Cdc42T17N with  IQGAP1,  respectively.  E)  Determination  of  KD  for  Cdc42G12V  and 
IQGAP1 using scattering plot. KD value obtained from this method is 1017 ± 35 nM. 







The objective of  this work was  to quantify protein dynamics and  interactions  in a 
multicellular  living  organism.  For  this  purpose, we  extended  existing  biophysical 
methods, FCS and SW‐FCCS, into living zebrafish embryos. 
Recently, fluorescence‐based biophysical techniques, i.e. FRAP, FRET, FLIM and FCS, 
have  been  established  as  routine  tools  to  probe  biomolecule  dynamics  and 
interactions in Petri dish‐based cell cultures. However, how authentic those in vitro 
findings  reflect  in  vivo  biological  processes  is  unclear,  and  more  and  more 
publications were proving otherwise. It is therefore desirable to be able to directly 
study biomolecules  in  an  in  vivo  system.  In  this work,  zebrafish was  chosen  as  a 
model organism for this purpose, as the transparent tissue aids fluorescence‐based 
applications.  Less  light  blockage  at  the  visible  light  range  from  380  to  750  nm 
enables FCS/SW‐FCCS studies of cells deep beneath skin. 
We  examined  how  and  to  what  extend  FCS  measurements  can  be  realized  in 






and  cells with  low  fluorescence  level were  chosen  for  subsequent  FCS/SW‐FCCS 
measurements. We  then  examined  the  autofluorescence  expression  of  zebrafish 
embryo,  the  distribution  of  autofluorescence  in  the  embryo  body  and  the 
autofluorescence  emission  spectrum,  aiming  to  minimize  the  background 
interference. We chose  the  less‐autofluorescent  trunk  region  to perform FCS/SW‐
FCCS  measurements  and  proved  that  our  filter  set  can  efficiently  block  most 
autofluorescence  intensity.  In  addition, we  observed  that  autofluorescence  from 




the overall fluorescence  intensity  is  less than 10%. At  last, we studied the working 
distance of FCS  in zebrafish  tissue. Using OPE, we showed  that FCS can efficiently 
determine diffusion  coefficients of  cytoplasmic  EGFP  in  cells  at  least  50 µm,  and 
possibly up to 80 µm deep within tissue. By adjusting the orientation of the embryo, 
80 µm of working distance covers most of the tissues and organs within the embryo. 
We  further  demonstrated  that  the working  distance  of  FCS  can  be  improved  by 
using  optimized  TPE  and  suitable  TPE  dyes.  By  injecting  TMR  into  the  blood 
circulation, we showed that blood flow velocities can be accurately determined up 
to  200  µm within  tissue. Nevertheless,  TPE  didn’t  improve  the working  distance 












coefficients  of  EGFP  and  EGFP  labeled  proteins  in  various  conditions  in  living 
zebrafish embryos. We  found  that  (1) EGFP diffuses  slightly  faster  in nucleoplasm 
than  in cytoplasm  in motor neuron cells;  (2) Cytoplasm of muscle  fiber cells have 
higher viscosity than that of motor neuron cells; (3) knockdown of Cxcr4b can alter 
the  property  of  cytoplasm  of motor  neuron  cells  and  small  proteins  diffuse  less 
efficiently within  it; and  (4) Cxcr4b distributes evenly on the membrane of muscle 
fiber cells and the diffusion coefficient is roughly 0.6 µm2 s‐1.  
At  last, we  showed  that  protein‐protein  interaction  can  be  directly  quantified  in 
living zebrafish embryos using SW‐FCCS, a method developed  in our  lab. SW‐FCCS 
requires  dual‐color  labeling  of  interacting  proteins  and  excitation  of  both 
fluorophores by a single wavelength. We have previously shown that by using EGFP 
and mRFP as fluorophores and exciting both at 514 nm, protein‐protein interaction 
can be quantified  in CHO cells.  In this research, we  first calibrated our  instrument 
with R6G and showed  that a complex percentage of ~ 100% can be obtained. We 
then  performed  FCS  measurements  in  positive  and  negative  controls.  We 
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microinjected  the  EGFP‐mRFP  tandem  construct  as  a  positive  control,  and  the 
measurements yielded a complex percentage of ~ 45%. This value was not  ideally 
100%  mainly  because  of  non‐fluorescent  FPs  and  photobleaching  of  FPs.  In 
comparison,  the  negative  control  of  individually  expressed  EGFP  and mRFP  gave 
complex  percentage  of  ~  6%,  which  was  caused  by  the  autofluorescence 
background  induced false‐positive cross‐correlation amplitudes. The values of 45% 
and 6% therefore set the upper and  lower  limits of the SW‐FCCS measurements  in 
this  case. We  then  studied  the  interaction  between  Cdc42,  a  small GTPase  that 
belongs to the Rho/Rac subfamily, and IQGAP1, a multidomain scaffolding protein. 
The  interaction between Cdc42  and  IQGAP1 plays  an  important  role  in modeling 
microtubule and cytoskeleton during cell polarization and migration. We used two 
mutants of Cdc42 in this work: Cdc42T17N, a GDP‐bound dominant‐negative mutant, 
and  Cdc42G12V,  a  constitutively  active mutant  which  is  in  a  predominantly  GTP‐













faster diffusion of  the protein complex  in CHO cells compared  to  that  in embryos 
also implies that other effectors could be involved in these interactions in embryos 
but not  in CHO cells. This result supports  the notion  that bimolecular  interactions 
depend on the biological system under investigation and are best performed under 
physiologically relevant conditions. 
In  summary,  this  research,  for  the  first  time  to  our  knowledge,  experimentally 
explored the viability of direct quantification of protein dynamics and interactions in 
living  zebrafish embryos. This work provides  cell and molecular biologists a more 
physiologically  relevant  platform  to  study  biological  processes,  and  at  the  same 
time provides developmental biologists a new  tool  to  study biomolecules  in  vivo. 
Recently, we have already seen several more publications using fluorescence based 
single  molecule  techniques  to  answer  developmental  biology  quenstions,  in 
particular,  combining  total  internal  reflection  (TIR) microscopy  and  single particle 















The application of FCS  in  living zebrafish embryos can be  further  improved  in two 
directions: to  improve sensitivity, and to extend applicability. Firstly, the signal‐to‐
noise  ratio of  FCS, especially  SW‐FCCS,  relies heavily on  the molecular brightness 
and photostability of the fluorophores.  In this regard, new FPs with high quantum 
yields,  improved  photostability  and  large  Stokes  shift,  or  new  protein  labeling 
techniques coupled with more photostable organic dyes can be used to improve the 
sensitivity  of  FCS  in  general.  Secondly,  the  application  of  FCS  in  this  work  was 
limited  to embryos with microinjected  foreign DNAs, protein  interaction  involving 
two partners, and measurements of single point at a time. New methodology and 
instrumentation  will  enable  FCS/SW‐FCCS  to  study  embryos  with  endogenously 




of biomolecule  activities  in  living  cells,  and  since  then  FPs have been extensively 
used  as  biomarkers  in  life  sciences. However,  compared  to  conventional  organic 
dyes, FPs have  in general a  lower molecular brightness. Using FCS, we have shown 
that measurements of EGFP yield a cps of ~ 6 kHz, and using SW‐FCCS, this value is 





fluorophores  in this work  limited the sensitivity of FCS/SW‐FCCS measurements  in 
living  cells. Nevertheless,  the  efficiency  of  coupling,  the  controlled  labeling  ratio, 




intracellular  FCS/SW‐FCCS measurement  is  therefore bound  to  improve  following 
these developments. For example, the complex percentage of the positive control 
of  tandem  EGFP‐mRFP  in our  SW‐FCCS measurements  is ~ 45%. By  replacing  the 
mRFP  with  mCherry,  which  exhibits  similar  emission  spectrum  but  improved 
photostability  (Shaner  et  al,  2004),  the  complex  percentage  increases  slightly  to 
~48%  (unpublished data).  In addition, new protein  labeling techniques, e.g. SNAP‐
tag  (Keppler  et  al,  2003),  nowadays  allow  specific  attachment  of  virtually  any 
molecule  to  a protein  of  interest.  The  SNAP‐tag  can be  genetically  encoded  to  a 
target protein and it specifically forms a covalent thioether bond with its substrates. 
By  synthesizing  fluorescent  dye  molecule  to  the  SNAP‐tag  substrate,  protein 
labeling  with  optimal  organic  dyes  can  be  achieved  and  the  sensitivity  can  be 
further improved. 
On  the  other  hand,  the  signal‐to‐noise  ratio  of  SW‐FCCS  relies  not  only  on  the 
molecular  brightness  and  photostability  of  the  fluorophore,  but  also  on  its 
fluorescence  spectra.  The  realization  of  dual  color  single  wavelength  excitation 
requires FP pairs with similar excitation spectra but distinct emission spectra. The 
FP  pairs  of  EGFP  and  mRFP,  as  well  as  EGFP  and  mCherry  merely  fulfill  this 
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requirement  (Fig. 2.3).  Therefore,  the development of  FPs  and organic dyes with 
large Stokes shift will be  ideal  for SW‐FCCS applications. Newly developed  far  red 
FPs, e.g. TagFP635 (Shcherbo et al, 2007), FPs with large Stokes shifts, e.g. mKeima 
(Kogure et al, 2006) and Megastokes organic dyes coupled with SNAP‐tag technique, 
e.g. DY‐480XL  (www.dyomics.com),  could  be  used  to  improve  the  excitation  and 
detection  efficiencies  of  SW‐FCCS  measurements.  As  examples,  we  show  the 
spectra of  FP pair of  EGFP  and  TagFP635,  and  fluorophore pair of  EGFP  and DY‐
480XL  in  Fig.  6.1.  Taking  together  the  improved  molecular  brightnesses  and 












EGFP  489  509  55,000  0.60 
mRFP  584  607  44,000  0.25 
mcherry  587  615  72,000  0.22 
TagFP635  588  635  45,000  0.33 
DY‐480XL  500  630  50,000  unknown 
















work  to  introduce  fluorescence  labels  in zebrafish embryos. One drawback of  this 
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method  is the difficulty  in controlling the exact gene expression  levels. It has been 
shown that the concentration of a biomolecule is critical in determining its functions 
in  living cells (Wylie et al, 2007b). Hence a zebrafish transgenic  line that expresses 
endogenously  fluorescent‐labeled  proteins  at  physiological  level  would  be 
advantageous.  This  could  greatly  reduce  the workload  of microinjection  and  cell 
selection, and at the same time provides more physiologically relevant data. Two‐
color transgenic zebrafish can also be generated by crossing single color  lines and 
the  embryos  can  be  used  for  protein‐protein  interaction measurements.  In  this 
work of SW‐FCCS measurements, unlabeled endogenous protein may also compete 
in the  interactions between FP‐fusion proteins and affect the dissociation constant 
value.  The  above mentioned  transgenic  lines  can  thereby  eliminate  this  concern. 
Secondly,  a  dual‐color  SW‐FCCS  was  demonstrated  in  this  work  but  protein 
interactions often  involve more than two components.  It  is therefore necessary to 
develop multi‐color SW‐FCCS in cells and embryos. To detect higher order molecular 
interactions in vitro, multi‐color SW‐FCCS has been demonstrated by Hwang (Hwang 
et  al,  2006a; Hwang  et  al,  2006b).  Considering  the  fast  development  of  FPs  and 
labeling  strategies,  it  is  reasonable  to  expect  in  vivo  multi‐color  SW‐FCCS 
applications  in  the near  future. Thirdly,  the  confocal  setup  in  this work  restricted 
measurements to single point at a time and the data was characterized with limited 
spatial information. It is therefore difficult, for example, to map protein activities in 
different  subcellular  compartments,  or  study  protein  active  transport  within  a 
whole  cell.    In  recent  years,  the  development  of  electron  multiplying  charge‐
coupled  device  (EMCCD)‐based  FCS,  which  provides  an  array  of  detectors,  has 









be  realized  in  living  zebrafish embryo which  facilitates  the  combination of  spatial 
and  temporal  correlations  that  tremendously  increase  the  information  accessible 
from a single experiment. At last, FCS is and will be more often used in combination 
with  other  complementary  spectroscopic  techniques,  e.g.  photon  counting 
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